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1 RESUMEN. 
INTRODUCCIÓN. 
El uso de biomateriales metálicos en sustitución de tejidos duros se debe 
fundamentalmente a sus buenas propiedades mecánicas de resistencia y tenacidad, 
las cuales les hacen soportar esfuerzos sin perder sus propiedades originales. Todos 
los biomateriales metálicos utilizados en prótesis, como el titanio, el tantalo, los aceros 
inoxidables, las aleaciones de base cobalto, y de titanio, desarrollan sobre su 
superficie una capa de óxidos e hidróxidos hidratados denominada capa pasiva que 
los aísla de los medios agresivos haciéndolos más resistentes a procesos de 
degradación superficial. Esta capa pasiva va a estar in vivo en contacto con fluidos 
corporales los cuales contienen iones cloruro (113-117 mEq/l), y otros iones 
inorgánicos como fosfatos, bicarbonatos, ademas de ácidos orgánicos, aminoácidos y 
proteínas, todos estos compuestos pueden dar lugar a la corrosión del sustrato 
metálico. El pH de los fluidos corporales es aproximadamente 7.4, sin embargo puede 
reducirse en zonas locales a valores ácidos de 5.2, por ejemplo, en los primeros 
momentos del implante de una prótesis se produce en la zona una respuesta organica 
como hematomas o inflamación, debidas al trauma quirúrgico. Estos procesos 
desaparecen en aproximadamente en dos semanas y se vuelve a restablecer 
zonalmente el valor normal del pH de 7.4. La gran variedad de componentes de los 
fluidos corporales, ya sean de tipo iónico u orgánico, así como los cambios de pH 
citados pueden provocar la rotura local de la película pasiva de los biomateriales, 
dando lugar a la liberación de iones metálicos al medio. No hay que olvidar, que los 
biomateriales metálicos utilizados en sustitución de tejidos duros, además de estar en 
contacto con este medio agresivo están sometidos a solicitudes mecánicas, como 
fatiga, desgaste, fricción, etc., que pueden dar lugar a deformaciones que afectan 
también a la estabilidad de la capa pasiva. La combinación de ambos efectos, 
mecánico y químico, no hace sino agravar las condiciones en las que tiene que 
trabajar el implante, afectando drásticamente a las propiedades electroquímicas de la 
superficie, por ejemplo, condiciones de fricción in vivo pueden alterar la estabilidad de 
la capa pasiva y provocar la liberación de partículas e iones metálicos. La liberación de 
iones, que no es más que el fenómeno de corrosión, puede influir negativamente en 
los procesos fisiológicos, causando trastornos diversos en el organismo  como: inducir 
la liberación de citoquinas proinflamatorias implicadas en el aflojamiento y posterior 
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pérdida del implante, reacciones alérgicas, toxicidad, alteraciones neuronales, 
implicaciones carcinogénicas. El mecanismo de actuación en el organismo de los 
iones liberados depende de la naturaleza del ion. Así por ejemplo, el titanio, forma 
complejos con iones orgánicos como aminoácidos, haciendo de este tipo de iones una 
posible fuente de toxicidad; los iones de níquel y cobre, sobreviven como tales en los 
fluidos corporales, sin combinarse con moléculas de agua o sales, pero sí con 
biomoléculas con el consiguiente problema de toxicidad. Por todo ello, es evidente que 
los procesos de corrosión pueden condicionar drásticamente la biocompatibilidad del 
implante y con ello la buena adhesion del mismo, comprometiendo su funcionalidad  e 
incrementando la posibilidad de pérdida del implante. 
Por todo lo anterior y aprovechando la experiencia acumulada por nuestro grupo en la 
síntesis y caracterización de nuevos biomateriales, en este trabajo se propone la 
modificación de superficies de oxido de titanio mediante la utilización de monocapas 
orgánicas ensambladas de ácido fosfónico. Este tipo de moléculas pueden formar 
enlaces estables con oxidos metálicos pasivados, tales como Al2O3, SnO2, así como 
TiO, dando lugar a una monocapa orgánica sobre la cual es posible realizar 
modificaciones dirigidas hacia la mejora de la estabilidad físico-química del implante, 
adhesión celular o biocompatibilidad, factores que son cruciales en la aceptación del 
implante por parte del tejido circundante. Obviamente dependiendo de la localización 
del implante es necesario realizar distintas variaciones dirigidas a optimizar las 
interacciones entre el implante y el tejido. Por ello en este trabajo nos hemos 
propuesto como objetivos: 
- Mejorar las propiedades físico-químicas  de la superficie de titanio mediante 
tratamiento con acido carboxietilfosfonico 
-Mejorar el comportamiento biológico in vitro  de la superficies biofuncionalizadas de 
los implantes de titanio.  
-Favorecer los procesos de proliferación, migración y diferenciación hacia la línea 
osteogenetica, en condiciones in vitro, mediante la incorporación  de proteína  
morfogenetica al material biofuncionalizado. 
-Estudiar la biocompatibilidad y las propiedades osteogénicas de las superficies 
tratadas de titanio en condiciones in vivo  tras su implantación en el tejido subcutáneo. 
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-Conocer si la capacidad de las células progenitoras para la conversión osteogénica se 
correlaciona con la expresión de BMP-2, y la sensibilidad de la BMP en los fibroblastos 
y MSCAT. 
La hipótesis de trabajo se basa en la siguiente pregunta: ¿La aplicación de ácido 
carboxietilfosfonico sobre la  superficie de titanio permite la obtención de una 
monocapa de grupos carboxilo dando lugar a un aumento de la humectabilidad y a una 
superficie hidrófila capaz de generar enlaces estables, y que servirán, por tanto, de 
capa intermedia para la unión de proteínas?. 
MATERIALES Y MÉTODOS. 
Las muestras empleadas fueron unas probetas de aleación de titanio (Titanio 90%, 
Aluminio 6% y Vanadio 4%) que se  sometieron a un proceso de inmersión durante un 
tiempo de 24 horas a 76ºC en una mezcla  realizada  con 50 ml de tetrahidrofurano 
(THF) y 55 mg de ácido carboxietilfosfónico. La preparación se realiza en un matraz de 
tres bocas. Para mantener constante el tetrahidrofurano se precisa de un reflujo lineal 
a 5ºC. 
El reflujo lineal se coloca en una de las bocas del matraz que introducimos en un baño 
de aceite de silicona a 100ºC. Por la segunda boca del matraz introducimos 50 ml de 
tetrahidrofurano y la muestra de titanio y tapamos la boca. Por la tercera boca se  
inyecta nitrógeno gaseoso que elimina el oxígeno durante un tiempo de un minuto y 
cuando finalizamos cerramos también la boca. Luego se coloca 55 mg de ácido 
carboxietilfosfónico y se arrastran  los posibles restos que se quedan en el cuello de la 
boca del matraz con una pipeta. Transcurridas las 24 horas se retiran las muestras y 
se procede a activar el ácido carboxietilfosfónico, para ello se emplean los compuestos 
EDC o EDAC(Etil-3-[3-dimetilaminopropil]carboxiamida) y NHS(N-hidroxisulfamida) 
El EDC   se emplea para activar grupos carboxilo y acoplar  aminas, ya que reacciona 
con un grupo carboxilo para formar un intermedio de O-acylisourea reactivo de amina. 
Si este intermedio no encuentra una amina, va a hidrolizar y regenerar el grupo 
carboxilo. Para evitar esto se emplea el NHS.En la presencia de N-hidroxisulfamida (el 
Sulfo-NHS), EDC puede ser usado para convertir grupos carboxilo a ésteres de Sulfo-
NHS reactivos de amina. Se activa así  el ácido carboxietilfosfónico con EDC y NHS  
de tal forma que sean capaces de reaccionar con los grupos aminos de las proteínas. 
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Para la activación de los grupos carboxilo, las muestras de Ti tratadas con ácido  
carboxietilfosfónico se sumergen en una preparación de EDC+NHS durante 15 
minutos a temperatura ambiente. La preparación se realiza con 5 ml de agua 
mezclado con 175 ml de EDC más 54 mg de NH reduciendo el pH de la preparación 
con ácido clorhídrico hasta obtener un  pH=7. 
Mediante ensayos de humectabilidad de superficie  tenemos una prueba fiable y fácil 
de realizar que nos indica la hidrofilicidad de la superficie de las muestras de titanio  y, 
por  tanto, la capacidad de adhesión a los fluidos. Esta prueba  se realiza colocando 
una gota de solución orgánica sobre las superficies a ensayar, se obtiene una 
fotografía del sistema, y se mide el ángulo de contacto. Se lleva a cabo la medición de 
los ángulos de contacto de 10 muestras de  titanio tratadas con ácido carboxilfosfónico  
frente a 10 muestras de titanio sin tratar (grupo control) empleando para ello un 
programa de ordenador para dichas mediciones, el Imane Pool (ITZIP). 
Como proteínas modelo usamos la glucosa oxidasa. Se diluyen 20 mg de glucosa 
oxidasa en 5 ml de agua con un pH=7 que no necesitamos reducirlo, lavamos la 
muestra de titanio con agua  y le aplicamos la molécula 20 mg de glucosa oxidasa en 
5 ml de agua comprobando su pH de 7 sin necesidad de reducirlo. La muestra 
permanece en la preparación durante 4 horas. 
Para comprobar la eficacia de la reacción anteriormente mencionada, se ha medido la 
presencia de la proteína en la superficie de titanio mediante la utilización de un 
marcaje de fluoresceína. NHS-Fluorescein . Esta molécula reacciona con los grupos 
amina de las proteínas dando lugar a un grupo fluorescente a 530 nm , la aparición de 
esta sonda nos permite afirmar la presencia de la proteína inmovilizada en la superficie 
del Ti. 
Una vez comprobada la inmovilizacion de la proteína sobre la superficie del titanio 
modificado realizamos estudios in vitro, para ver el comportamiento celular de dos 
estirpes celulares: fibroblastos y células madre de tejido adiposo (MSCat), y estudios 
in vivo para analizar la biocompatibilidad. 
Para los estudios de biocompatibilidad in vivo se implantaron, a nivel subcutáneo 12 
tornillos (4 por cada grupo de estudio) en 6 conejos de New Zealand, de peso 
comprendido entre 3,2-3,5 Kg(3,375 ± 0,250kg). El manejo de los animales se hizo 
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conforme a la Normativa Internacional vigente sobre animales de experimentación  
(609/86/CEE y ETS 123). 
Se diseñaron los siguientes grupos de estudio: 
1) Tornillos sin tratar.(n=4) 
2) Tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico.(n=4) 
3) Tornillos con tratamiento ácido + BMP-2.(n=4) 
 
El tiempo de estudio fue 14 días momento en el cual los animales fueron sacrificados 
por sobredosis anestésica. Una vez sacrificados los animales, se procedió a la 
localización de los distintos tornillos y se realizo un estudio macroscópico de la zona 
donde habían sido implantados los mismos. A continuación se procedió a la toma de 
muestras de forma que por un lado, se extrageron los tornillos implantados y por otro, 
se tomaron pequeñas biopsias del tejido celular subcutáneo de las zonas de 
implantación. Las biopsias del tejido celular subcutáneo fueron fijadas en solución 
fijadora F13 y posteriormente procesadas para su observación a microscopia óptica, 
para lo cual las biopsias fueron deshidratadas e incluidas en parafina. Para la 
realización de estos estudios histológicos se obtuvieron secciones de 5-8 µm que 
fueron teñidas con hematoxilina-eosina, lo que nos permitió estudiar la posible 
existencia de reacción a cuerpo extraño y la reacción inflamatoria en la zona del 
implante. Estos estudios de biocompatibilidad fueron ampliados mediante la 
observación de células macrofágicas (anticuerpos anti-RAM11)  en respuesta a la 
presencia de un material extraño como pueda ser los tornillos de titanio pertenecientes 
a cada uno de los grupos. 
Los estudios histológicos se completaron con la técnica de tinción de rojo alizarina. 
Esta tinción  nos permitió determinar la producción y depósito de iones Ca en la zona 
del implante, muestra indicativa del poder osteoinductor de los tornillos pertenecientes 
a los distintos grupos de estudio. 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
La mayoría de los estudios in vitro e in vivo muestran la importancia de las 
características fisicoquímicas y topográficas de las superficies de los implantes, puesto 
que contribuyen en la osteoconductividad y por tanto,  la formación de hueso alrededor 
17   Resumen 
 
del implante. Las superficies bioactivas se definen como la capacidad de un material 
de estimular mediante enlaces químicos (intercambios de moléculas) la formación de 
hueso sobre la superficie de un implante. Concretamente se basa en transformar 
materiales bioinertes sin capacidad osteogénica mediante diferentes tipos de 
tratamientos en materiales bioactivos.  
La superficie del TiO tiene muchos grupos OH en la superficie  con una estructura 
interna de Ti-O-Ti. Mediante la aplicación de un fosfonato logramos que al calentar se 
elimine H2O quedando una molécula con una disposición de grupos carboxilo (COOH) 
en superficie,  capaces de generar enlaces estables con moléculas proteicas.Con este 
tatamiento de superficie, en nuestro trabajo pretendemos conseguir: 
1) Mejorar la humectabilidad; incrementar el carácter hidrofílico del titanio. Para ello 
utilizamos una molécula derivada del ácido fosfónico, el ácido caboxietilfosfónico. Al 
introducir este ácido aumenta la cantidad de grupos cargados en superficie lo que da 
lugar a un aumento en la hidrofilia o humectabilidad de la interfase.  
2) Inducción del crecimiento celular en la interfase del material de titanio.  
Una vez modificado el caracter hidrofilico de la superficie se activa el ácido 
carboxietilfosfónico con EDC y NHS de tal forma que sean capaces de reaccionar con 
los grupos aminos de las proteínas, con el fin de inducir el crecimiento celular. La 
proteína fue incubada durante un tiempo de 4 horas. 
Para comprobar la eficacia de la reacción se ha medido la presencia de la proteína en 
la superficie de titanio mediante la utilización de un marcaje de fluoresceína. NHS-
Fluorescein. Esta molécula reacciona con los grupos amina de las proteínas dando 
lugar a un grupo fluorescente a 530 nm. La valoración posterior de la fluorescencia de 
la muestra permite corroborar la unión de la proteína.  
Después de realizar todos las reacciones para unir la proteína, la adición de 
fluoresceína marcada hace que la muestra de titanio muestre una fluorescencia a 533 
nm, característica de esta sonda y que permite afirmar la presencia de proteína 
inmovilizada por el método descrito. De igual forma y como control la adición de 
fluoresceína a una superficie de titanio-fosfónico generó una superficie que no 
presentaba fluorescencia por lo que se puede concluir que el proceso es viable y que 
la fluorescencia apreciada en el titanio se debe a la inmovilización de la proteína.  
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Las muestras al microscopio electrónico de barrido demuestran que no existe ninguna 
alteracion en el crecimiento y proliferación celular inducido por  el tratamiento de 
superfie realizado en este estudio. 
El éxito o fracaso de los  implantes depende de la “interfase Hueso-Implante”  que a su 
vez depende del material y forma del implante, tipo de superficie y de la 
humectabilidad de la misma. La microtopografía de la superficie afecta al grado de 
contacto entre el implante y el hueso (humectabilidad). Según Broberg y cols en el  
2002 la activación celular ocurre más rápidamente sobre superficies hidrófilas  que 
hidrófobas. Diferencias iniciales entre ambas es que la energía superficial influye en la  
reactividad.  Como expuso MacDonald et al en 2002 las superficies libres de energía y 
las hidrófilas son decisivas  en la interacción inicial de proteínas y células óseas, por lo 
que la tendencia es aumentar la humectabilidad y disminuir la tensión superficial. En 
un estudio de Zhao et al .2005 muestra como los osteoblastos en superficies hidrófilas 
expresan mayor grado de diferenciación (osteocalcina y fosfatasa alcalina) que en 
superficies hidrófobas. 
3) Comportamiento celular de fibroblastos y MSCat sobre la superficie del titanio 
modificada. 
La determinación de los niveles de BMP-2 secretados por las células (Fibroblastos y 
MSAT) fueron determinados mediante técnicas de Elisa utilizando un kit específico 
para dicha proteína (abcam plc, Cambridge.Uk (ABCAM)). En cultivos de fibroblastos 
observamos un claro aumento de la  expresión de RNA mensajero especifico para 
BMP-2 a las dos horas del inicio del cultivo, que ira disminuyendo hasta las 24 horas 
de comenzado el estudio. Estos resultados contrastan en los cultivos con MSCat 
donde este incremento se produce a los 30 minutos, a partir de los cuales se produce 
un disminución de la expresión del RNA mensajero , observándose que a partir de las 
2 horas de estudio la expresión va disminuyendo hasta prácticamente desaparecer a 
las 24 horas. 
La determinación de los niveles de receptor tipo I y II para la BMP-2 en los cultivos de 
fibroblastos y MSCat se realizó con qRT-PCR e inmunofluorescencia. 
En fibroblastos mantenidos en cultivos e incubados con BMP-2, las pruebas de PCR a 
tiempo real nos indican un aumento de los niveles de RNA para el receptor de tipo I 
(BMPRIa) dependiente del tiempo. Aunque estas diferencias no constituyen 
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significación estadística, las graficas nos permiten observar una tendencia al alza 
durante las dos primeras horas del estudio. A este tiempo no observamos diferencias 
estadísticamente significativas entre los fibroblastos incubados con BMP-2 con 
respecto a su grupo control (fibroblastos sin incubación de BMP-2). 
A tiempos más largos (24 horas) observamos una disminución estadísticamente 
significativa en la concentración de mRNA para este tipo de receptores, tanto en los 
fibroblastos incubados con BMP2 como en su grupo control, siendo la expresión de 
mRNA  para BMPRIa mayor en este ultimo. 
En cuanto a las MSCat cultivadas con BMP2 observamos un pico a los 30 minutos de 
haber añadido este factor morfogenético, observando una disminución progresiva hasta 
las 2 horas del inicio de la incubación, a partir de las cuales los niveles de expresión de 
mRNA para este tipo de receptor se mantiene constante mas allá de las 24 horas del 
inicio de la incubación. Si comparamos estos resultados con los observados en los 
cultivos MSCat no inducidos con BMP-2 (control para MSCat) observamos que no 
existen diferencias significativas ni a las 2 ni a las 24 horas. 
Estos resultados apoyan los obtenidos con las técnicas de inmunofluorescencia y se 
correlacionan con los picos de mayor expresión de mRNA específico para BMP-2. 
4) Estudios in vivo. 
Las tinciones con hematoxilina-eosina así como las pruebas de marcaje con RAM-11, 
muestran una mayor reacción macrofágica en el grupo de los implantes tratados con 
ácido carboxietilfosfónico, siendo esta reacción a cuerpo extraño similar y casi 
inexistente en  el grupo control y en el de los tornillos tratados con BMP-2. Los tornillos 
tratados con BMP-2 muestran mayor cantidad de células con depósito de calcio en la 
zona perimplantaria, así como una mayor vascularización, lo que induce a pensar que  
existe una mayor síntesis de calcio y depósito del mismo. 
Conseguir promover la migracion de células mesenquimales al implante, mejorar su 
adhesión y proliferación y estimular la diferenciación osteogénica depende de la 
biopelícula ,su composición química, carga y energía de superficie. 
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Las propiedades fisicoquímicas de los implantes se dividen por un lado en las 
características físicas, hacen referencia a la humectabilidad o hidrofilia de la superficie, 
la cual favorece la interacción con fluidos biológicos y aumenta la absorción celular .El 
tratamiento con ácido carboxietilfosfónico aumenta el caracter hidrofílico de la 
superficie, generando grupos carboxilo expuestos cargados en superficie, que se 
emplearan como interfase al ser  capaces de formar enlaces estables con 
proteínas.Como proteína modelo se empleó la glucosa oxidasa. El motivo del empleo 
de esta proteína fue por dos motivos: en primer lugar debido a que es una proteína de 
bajo coste económico y en segundo lugar, que realmente lo que nos interesaba era ver 
el enlace con una estructura proteíca, como su extremo terminal NH2, formaba un 
enlace covalente con los grupos carboxilo expuestos sobre la superficie de titanio 
tratada. 
Por otro lado las características químicas, que consiste en la adhesión a la superficie 
de diferentes sustancias que inmovilizadas, generen una respuesta acelerada del 
tejido vivo. La adición de fluoresceína marcada hace que la muestra de titanio muestre 
una fluorescencia a 533 nm, característica de esta sonda y que permite afirmar la 
presencia de proteina inmovilizada sobre la superficie del titanio tratada.Las imagenes 
a microscopia electronica de barrido no muestra ninguna alteracion celular. 
Para conseguir portar las BMP-2 sin necesidad de emplear sistemas poliméricos, en 
nuestro estudio hemos conseguido inmovilizar la proteína aprovechando los radicales 
libres (grupos carboxilo) expuestos en la superficie del titanio tras el tratamiento con el 
ácido carboxietilfosfónico. Tras la aplicación del EDC y NHS convertimos los grupos 
carboxilo a ésteres de Sulfo-NHS reactivos de amina, capaz de reaccionar formando 
un enlace covalente con los grupos amina de la BMP-2 
Una vez conseguido el aumento de la rugosidad e inmovilizar la BMP-2 en la superficie 
y debido a las limitaciones encontradas en la literatura en la regeneración de grandes 
defectos nos planteamos dar al estudio un enfoque con terapia celular empleando 
células madre mesenquimales de tejido adiposo. Se trata de aprovechar el poder 
osteoinductivo de la BMP-2 para lograr la diferenciación de células madre de tejido 
adiposo hacia líneas celulares osteogenicas lo cual tendría su aplicación en casos de 
tratamiento de necrosis  óseas o pobre vascularización, tales como 
osteorradionecrosis y osteonecrosis por bisfosfonato, grandes defectos óseos, 
pacientes con alteraciones en la cicatrización ósea etc. En nuestro estudio empleamos 
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la capacidad osteoinductiva de la BMP-2 en dos estirpes celulares, fibroblastos y 
células mesenquimales de tejido adiposo MSCat, la justificación del uso  de 
fibroblastos ha sido por el uso de una extirpe celular presente en los tejidos 
circundantes al sitio de implantación de los implantes, y las MSCat por ser células 
multipotentes con gran capacidad de control , diferenciación y proliferación tras su 
implantación en el lecho receptor. Las células madre de tejido adiposo secretan 
factores osteoinductivos, poseen excelentes características osteogénicas , la cantidad 
de tejido óseo formado  es similar a osteoblastos y BMSC, liberan osteoclacina similar 
a BMSC y forman vasos sanguíneos. Estas propiedades las vemos aumentadas con el 
uso de BMP-2 , observándose un aumento de los depósitos de calcio asi como un 
aumento en la neoformación ósea . 
Nuestros datos confirman claramente los obtenidos en la literatura que el tratamiento 
de BMP-2 rápidamente induce la difrenciación osteogénica en MSCat. Los resultados 
obtenidos muestran el potencial osteogénico de las MSCat cuando se expusieron a 
señalización osteogénica es comparable con los progenitores estándar y muy superior 
a los de los fibroblastos. Finalmente especulamos que la sensibilidad de las células a 
la BMP-2 puede reflejar la expresión de la BMPR-Ia en la superficie celular, 
encontraron que BMPRIa es el responsable de la iniciación de la osteogenesis en 
células mesenquimales. Más alla de eso BMPRIa mRNA  se ha expresado 
notablemente en la formación de tejidos óseos inducidos por BMP-2. 
CONCLUSIONES 
Con los resultados obtenidos en este estudio podemos formular las siguientes 
conclusiones: 
1. La rugosidad superficial del titanio se puede incrementar mediante tratamientos 
superficiales de ataque químico. El tratamiento de superficie con ácido 
carboxietilfosfónico, además de producir una rugosidad superficial de rango 
micrométrico, aumenta el carácter hidrofílico de la superficie. Es una sustancia 
químicamente eficiente que proporciona grupos de anclaje funcionales. 
 
2. Según nuestros resultados, la interacción célula-superficie en términos de 
morfología, proliferación y diferenciación celular depende de la humectabilidad 
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y de la topografía, mejorando el comportamiento biológico in vitro de la 
superficies de los tornillos de titanio. 
 
3. La activación de los grupos carboxilo expuestos en la superficie del titanio tras 
el ataque ácido con Etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodamida hydrochloride y  
N-hidroxisulfamida permite inmovilizar proteínas formando enlaces covalentes 
estables con los grupos amina de las proteínas. 
 
4. Mediante  la incorporación  de proteína  morfogenética ósea de tipo 2 al 
material biofuncionalizado, se favorecen los procesos de proliferación y 
migración celular in vitro. 
 
5. El tratamiento de biofuncionalización con fosfonatos e inmovilización de 
proteína morfogenética ósea tipo 2 parece inducir la diferenciación hacia la 
línea osteogenénica de células mesenquimales de tejido adiposo (MSCat) en 
condiciones in vivo. 
 
6. Las células mesenquimales de tejido adiposo (MSCat) potencian la vía de 
señalización de BMP a través de la expresión del receptor tipo I para BMP-2 y 
esto puede ser la base de su sensibilidad a las señales óseas. 
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2 ABSTRACT. 
INTRODUCTION.  
The use of metallic biomaterials to replace hard tissues is mainly due to its good 
mechanical properties of resistance and tenacity, which make them withstand efforts 
without losing their original properties. All metallic biomaterials used in prostheses, 
such as titanium, tantalum, stainless steels, cobalt based alloys, and titanium based 
alloys, develop on its surface a layer of hydrated oxides and hydroxides called passive 
layer that isolates them from aggressive environments making them more resistant to 
superficial degradation processes. This passive layer in vivo will be in contact with 
body fluids which contain chloride ions (113-117 mEq / l), and other inorganic ions such 
as phosphates, bicarbonates, as well as organic acids, amino acids and proteins, all 
these compounds can give in corrosion of the metal substrate (1-5). The pH of body 
fluids is about 7.4, but in local areas can be reduced to acid values of 5.2, for example, 
at the beginning of prosthesis implantation it takes place an organic response in the 
area such as bruising or swelling, due to surgical trauma. These processes disappear 
in about two weeks and the normal value of pH 7.4 is restored in the area. The wide 
variety of components of body fluids, either ionic or organic, as well as cited changes in 
pH can cause local breakage of passive film biomaterials, resulting in the release of 
metal ions to the environment. It should not be forgotten that metallic biomaterials used 
to replace hard tissues, as well as being in contact with aggressive environments they 
are subjected to mechanical demands, such as fatigue, wear, friction, etc.., which can 
lead to deformations that also affect the stability of the passive layer. The combination 
of both effects, mechanical and chemical, only exacerbates the conditions in which the 
implant has to work, drastically affecting the electrochemical properties of the surface, 
for example, friction conditions in vivo may alter the stability of the passive layer and 
cause the release of particles and metallic ions. The ions release, which is just the 
phenomenon of corrosion, can negatively affect the physiological processes, causing 
various disorders in the organism such as induce the release of proinflammatory 
cytokines involved in the loosen and subsequent loss of the implant, allergic reactions, 
toxicity, neuronal alterations, carcinogenic implications. The mechanism of action in the 
organism of the released ions depends on the nature of the ion. For example, titanium, 
forms complexes with organic ions such as amino acids, making this type of ions as a 
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possible source of toxicity, nickel and copper ions, survive in the body fluids, without 
combining with water molecules or salts, but they certainly do with biomolecules with 
the consequent problem of toxicity. Therefore, it is clear that corrosion processes can 
dramatically determine the biocompatibility of the implant and thus the correct adhesion 
of the same, compromising its functionality and increasing the possibility of loss of the 
implant. For all the reasons shown before and using the experience accumulated by 
our group in the synthesis and characterization of new biomaterials, this paper 
proposes the modification of titanium oxide surfaces using organic monolayers 
assembled of phosphonic acid. Such types of molecules are able to form stable bonds 
with metal oxides passivated, such as Al2O3, SnO2 and TiO. Resulting an organic 
monolayer on which it is possible to make changes aimed at improving the physical 
and chemical stability of the implant, cell adhesion, or biocompatibility,which are crucial 
factors in the acceptance of the implant by the surrounding tissue.  
Obviously depending on the location of the implant different variations are required in 
order to optimize the interactions between the implant and tissue. So in this paper we 
have proposed making two changes aimed at improving the osseointegration. 
Therefore in this work we have proposed the following objectives: 
Improve the physicochemical properties of the titanium surface by treatment with acid 
carboxietilfosfonico 
 
-Improve the biological behavior in vitro biofunctionalized surfaces of titanium implants. 
 
-Promote the process of proliferation, migration and differentiation into osteogenic line, 
in vitro, by incorporating the material morphogenetic protein biofuncionalizado. 
 
-To study the biocompatibility and osteogenic properties of the treated surfaces of 
titanium in vivo conditions after implantation in the subcutaneous tissue. 
 
-To determine whether the ability of progenitor cells for the osteogenic conversion is 
correlated with the expression of BMP-2, and the sensitivity of BMP in fibroblasts and 
MSCat. 
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The working hypothesis is based on the application of carboxyethyl phosphonic acid on 
the titanium surface to obtain a monolayer of carboxyl groups giving rise to an increase 
of wettability and a hydrophilic surface capable of generating stable links, and 
therefore, they will serve as an intermediate layer for protein combination. 
MATERIALS AND METHODS  
The samples used were a few specimens of titanium alloy (Titanium 90%, Aluminum 
6%, and Vanadium 4%) which underwent a process of immersion for a period of 24 
hours at 76 ° C in a mixture made with 50 ml of tetrahydrofuran (THF) and 55 mg of 
carboxietilphophonic acid.  The preparation is performed in a three neck flask. To keep 
constant the tetrahydrofuran is required linear reflux at 5 ° C.  
Linear reflux is placed in one of the necks of the flask which we introduce in a bath of 
silicone oil at 100 ° C. Through the second neck of the flask 50 ml of tetrahydrofuran 
and the sample of titanium are added and the neck is closed. Through the third neck 
gaseous nitrogen is injected to eliminate oxygen during a time of one minute and once 
it is finished the neck is closed too. Then 55 mg of carboxietilphophonic acid are placed 
and remains left on the neck of the flask are dragged with a pipette. After 24 hours the 
samples are removed and the next step is to activate carboxietilphophonic acid, for this 
procedure are used EDC or EDAC (Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carboxyamide) 
and NHS (N-hidroxisulfamida) compounds.  
The EDC is used to activate carboxyl groups and couple amines, as it reacts with a 
carboxyl group to form an intermediate of O-acylisourea amine reagent. If this 
intermediate does not find an amine, it will hydrolyze and regenerate the carboxyl 
group. To avoid this, NHS is used. In the presence of N-hidroxisulfamida (the Sulfo-
NHS), EDC can be used to convert carboxyl groups to Sulfo-NHS ester reactive amine. 
The carboxietilphophonic acid is activated with EDC and NHS so they are able to react 
with amino groups of proteins.  
For activation of the carboxyl groups, samples of Ti treated with carboxietilphophonic 
acid are immersed in a preparation of EDC + NHS for 15 min at room temperature. The 
preparation is performed with 5 ml of water mixed with 175 ml of EDC plus 54 mg NH 
(62) reducing the pH of the preparation with hydrochloric acid to pH = 7.  
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By surface wettability tests we have a reliable and easy to perform test that indicates 
the hydrophilicity of the surface of titanium samples and therefore the ability to adhere 
to fluids. This test is performed by placing a drop of organic solution on the surfaces to 
be tested, a picture of the system taken, and the contact angle is measured. It is 
carried out the measurement of contact angles from 10 samples of titanium treated with 
carboxietilphophonic acid versus 10 untreated titanium samples (control group) by 
using a computer program for these measurements, the Imane Pool (ITZIP).  
Glucose oxidase is used as model protein. 20 mg of glucose oxidase are diluted in 5 ml 
of water with a pH = 7 where there is no need to be reduced, the titanium sample is 
washed with water and the molecule 20 mg of glucose oxidase is applied in 5 ml of 
water by checking its pH 7 without any need to reduce it. The sample remains in the 
preparation for 4 hours.  
To test the efficacy of the previously mentioned reaction, the presence of the protein on 
the surface of titanium has been measured by using a fluorescein labeling. NHS-
Fluorescein. This molecule reacts with the amine groups of proteins resulting in a 
fluorescent group at 530 nm, the appearance of this probe allows us to affirm the 
presence of the immobilized protein on the surface of Ti.  
Once the immobilization of protein on the surface of the modified titanium has been 
checked, in vitro studies are carried out, to see the cell behavior of two cell lines: 
fibroblasts and stem cells from adipose tissue (MSCat), and in vivo studies to analyze 
the biocompatibility. 
For studies of biocompatibility in vivo were implanted, at subcutaneous level, 12 screws 
(4 for each study group) in 6 New Zealand rabbits, with a weight between 3,2 - 3,5 Kg 
(3,375 ± 0,250kg). The handling of the animals was made in accordance with the 
existing international regulations on animal experiments (86/609/EEC and ETS 123). 
The following studies were designed: 
1. Screws untreated (n=4). 
2. Screws treated with carboxyethyl phosphonic acid (n=4). 
3. Screws with acid treatment + BMP-2 (n = 4). 
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14 days were the time of the study. At the end of this period, the animals were 
slaughtered from anaesthetic overdose. After that, we proceed to the location of the 
different screws and it was made a macroscopic study of the area which had been 
implanted in the animals. Then a sampling was proceeded  in two different ways: first 
the screws implanted were extracted, and there were taken small biopsies of the 
subcutaneous cellular areas of implementation.  
The subcutaneous tissue biopsies were laid down in binding solution F13 and 
subsequently processed for its observation with optical microscopy, for which biopsies 
were dehydrated and included in paraffin. For the accomplishment of these histological 
studies, sections of 5-8 µm were obtained and stained with hematoxylin-eosin, which 
allowed us to study the possible existence of foreign body reaction and the 
inflammatory reaction in the area of the implant.  
These biocompatibility studies were expanded by the observation of  macrophagic cells 
(anti-RAM11 antibodies) in response to the presence of a foreign material such as 
titanium screws belonging to each of the groups. 
Histological studies were completed with the technique of staining red Alizarin. This 
stain has allowed us to determine the production and deposition of Ca ions in the area 
of the implant, sample indicative of osteoinductive power if the screws belonging to 
different groups of study. 
RESULTS AND DISCUSSION.  
Most of in vitro and in vivo researches show the importance of the physicochemical and 
topographical characteristics of the surfaces of implants since they contribute to the 
osteoconductivity, and therefore, to bone growth around the implant. Bioactive surfaces 
are defined as the ability of a material to stimulate the bone growth on the surface of an 
implant by chemical bonds (exchanges of molecules). It is specifically based on 
transforming bioinert materials without osteogenic capacity into bioactive materials 
through different types of treatments.  
The TiO surface has a lot of OH groups on the surface with an internal structure of Ti-O 
-Ti. Through the application of a phosphonate we obtain the elimination of H2O when it 
is heated, having a molecule with a layout of carboxyl groups (COOH) on the surface, 
capable of generating stable links with protein molecules. With this treatment we get: 
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1) Wettability improvement, to increase the hydrophilic nature of titanium.  
By introducing the phosphonic the amount of charged groups increases on the surface 
leading to an increase in the hydrophilicity or wettability of the interface.  
2) Induction of cell growth on the interface of titanium material.  
Once the hydrophilic nature of the surface is modified, the phosphonic acid is activated 
with EDC and NHS so that they are able to react with the amine groups of proteins in 
order to induce cell growth. 
Phosphonic acid is activated with EDC and NHS so that they are capable of reacting 
with amino groups of proteins. Once activated, the protein is incubated for a period of 4 
hours.  
To test the efficacy of the reaction it has been measured the presence of the protein on 
the surface of titanium by using a fluorescein labelling. NHS-Fluorescein. This molecule 
reacts with the amine groups of proteins resulting in a fluorescent group at 530 nm. 
The subsequent measurement of the fluorescence of the sample corroborates the 
binding of the protein.  
The following figure shows how after making all the reactions to attach the protein, the 
addition of labelled fluorescein makes titanium sample to show a 533 nm fluorescence, 
characteristic of this probe and allows to affirm the presence of protein immobilized by 
the described method.  
Similarly, and as a measure of control, the addition of fluorescein to a titanium-
phosphonic surface.  
It generated a surface which did not present fluorescence so it can be concluded that 
the process is feasible and the fluorescence appreciated in titanium is due to 
immobilization of the protein.  
The scanning electron microscope samples demonstrate that there is no alteration in 
the induced cell growth and proliferation by the surface treatment done in this study. 
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The success or failure of implants depends on the "interphase bone-implant" which in 
turn depends on the material and shape of the implant, type of surface and the 
wettability of the same. The microtopography of the surface affects the degree of 
contact between the implant and the bone (wettability). According to Broberg et al. 
2002 cell activation occurs more quickly on hydrophilic surfaces than on 
hydrophobic. The initial differences between both of them are that the surface, energy 
influences the reactivity. As MacDonald et al. put forward in 2002, the free energy 
surfaces and the hydrophilic are crucial in the initial interaction of proteins and bone 
cells, so the tendency is to increase the wettability and decrease the surface tension. In 
a Zhao et al. 2005 research it is shown how osteoblasts on hydrophilic surfaces 
express greater degree of differentiation (Osteocalcin, alkaline phosphatase) than on 
hydrophobic surfaces. 
3) Cellular behaviour of fibroblasts and MSCat on the surface of titanium 
modified. 
Determination of the levels of BMP-2 secreted by cells (fibroblasts and MSAT) was 
done with Elisa techniques, using a specific kit for this protein (ABCAM). In fibroblast 
cultures , a clear increase in the expression of RNA Messenger specific for BMP-2, the 
first two hour of cultivation were observed, after this time up to 24h, it will decrease 
from the beginning of the study. 
These results contrast in crops with MSCat where this increase occurs after 30 
minutes, from which it produces a decrease in the expression of messenger RNA, 
noting  from 2 hours of study the expression diminishes to virtual disappear  within 24 
hours of the study.  
The determination of the levels of receptor types I and II for the BMP-2 in crops of 
fibroblasts and MSCat was performed with CRT-PCR and immunofluorescence. 
In fibroblasts maintained in cultures and incubated with BMP-2, real time PCR tests 
indicate an increase in the levels of mRNA for receptor type I (BMPRI A) time-
dependent. Although these differences have not statistical significance, the graphics 
allow us to observe an upward trend during the first two hours of study. 
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Within this period, statistically significant differences between incubated fibroblasts with 
BMP-2 with respect to his group control (fibroblast without incubation of BMP-2) were 
not observed. 
At longer times (24 hours), a statistically significant decrease in the concentration of 
mRNA for this type of receptors was observed, both fibroblasts incubated with BMP2 
as in his control group, being the expression of mRNA for more in this BMPRIa last. 
Concerning the cultivated MSCat with BMP2, a peak at 30 minutes after having added 
this morphogenetic factor was observed, and a progressive decrease until 2 hours from 
the beginning  of incubation, from which the levels of expression of mRNA for this type 
of receiver is kept constant more than 24 hours of the start of incubation. If we compare 
these results with those observed in MSCat crops not induced with BMP-2 (MSCat 
control) we note that there are not significant differences neither in the 2 hours neither 
in the 24 hours results. 
These results support those obtained with immunofluorescence techniques and 
correlate with the peaks of greater expression of specific mRNA for BMP-2. 
4) Studies in vivo. 
Staining with hematoxylin-eosin as well as the RAM-11 marking show a greater 
macrophagic reaction in the group of threatened implants with BMP-2, being this 
reaction to foreign body similar and almost non-existent in the control group and the 
screws treated with BMP-2. 
Treated with BMP-2 screws show greater amount of cells with deposit of calcium in the 
peri-implant area, as well as a greater vascularization, therefore there is a greater 
synthesis and deposit of calcium, in the histological cuts stained with Alizarin red. 
To promote the migration of mesenchymal cells to the implant, to improve its adhesion 
and proliferation and to stimulate osteoblastic differentiation depends on the biofilm, its 
chemical composition, charge and surface energy. 
The physicochemical properties of implants are divided into physical characteristics on 
the one hand, they refer to the wettability or hydrophily of the surface, which 
encourages interaction with biological fluids and increases cell uptake. Treatment with 
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carboxyethylphosphine acid increases the hydrophilic nature of the surface; generating 
exposed carboxyl groups charged on surface, which will be used as an interface so 
they are capable of forming stable links with proteins. As protein model, glucose 
oxidase was used. The reason for the use of this protein was for two reasons. Firstly 
because it is a low economic cost protein and secondly, because what it really 
interested us was to see the link with a protein structure, as its NH2-terminus, formed a 
covalent bond with the carboxyl groups exposed on the surface of the treated titanium. 
On the other hand the chemical characteristics, which consist of the adhesion to the 
surface of different substances that, when they are immobilized, generate an 
accelerated response of living tissue. The addition of marked fluorescein makes 
titanium sample to show fluorescence at 533 nm, feature of this probe, and it allows 
affirming the presence of immobilized protein on the surface of titanium. The electronic 
scan microscopy images do not show any cell alteration. 
To get carry BMP-2 without the need to employ biomaterials, in our study we have 
managed immobilized protein taking advantage of free radicals (carboxyl groups) 
exposed on the surface of titanium after treatment with the carboxy ethyl phosphonic 
acid. After the implementation of the EDC and NHS, we convert carboxyl groups to 
Sulfo-NHS-esters amine reactive, capable of reacting forming a covalent bond with the 
amine groups of the BMP-2. 
Once the increase in roughness and immobilize the BMP-2 on the surface is achieved 
and due to the limitations found in the literature on the regeneration of large defects we 
propose to give to the study an approach with cell therapy using adipose mesenchymal 
stem cells. The idea is to take advantage of power osteoinductive of the BMP-2 to 
achieve differentiation of stem cells from adipose tissue to osteogenic cell lines which 
would have its application in cases of treatment of bone necrosis or poor 
vascularisation, such as osteoradionecrosis and vascular necrosis by bisphosphonate, 
large defects bone, patients with alterations in the bone healing etc. 
In our study we use the osteoinductive of the BMP-2 capacity in two cell lines, 
fibroblasts and mesenchymal MSCat adipose tissue cells. The justification of the use of 
fibroblasts has been due to the use of one lineage cell present in the tissues 
surrounding the site of implantation of implants, and the MSCat because they are a 
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multipotent cells with large capacity control differentiation and proliferation after 
implantation into recipient bed. 
The stem cells from adipose tissue secrete osteoinductive factors, they have excellent 
osteogenic features, the amount of formed bone tissue is similar to osteoblasts and 
BMSC, release osteoclacine similar to BMSC and form blood vessels. These properties 
improve with the use of BMP-2, noting an increase in calcium deposits as well as an 
increase in new bone growth. 
Our data clearly confirm the results obtained in the literature. Treatment of BMP-2 
induces rapidly MSCat osteogenic differentiation. The results obtained are due to that 
osteogenic potential of the MSCat when they were exposed to signalling osteogenic is 
comparable to standard parents and far superior to the fibroblasts. Finally we speculate 
that the sensitivity of cells to the BMP-2 can reflect the expression of the BMPR-Ia on 
the cell surface, they found that BMPRIa is responsible for the initiation of the 
osteogenesis in mesenchymal cells. Beyond that BMPRIa mRNA has notably 
expressed in the formation of bone tissue induced by BMP-2. 
CONCLUSIONS. 
With the results obtained in this study we can formulate the following conclusions: 
 1. Titanium surface roughness can be increased by surface treatments of chemical 
attack. The surface treatment carboxietilfosfónico acid, besides producing a surface 
roughness of micrometer range, increases the hydrophilic character of the surface. Is 
chemically efficient anchoring providing functional groups.  
2. Our results suggest that cell-surface interaction in terms of morphology, cell 
proliferation and differentiation depends on the wettability and topography, improving 
the biological behavior in vitro of the surfaces of titanium screws.  
3. Activation of the carboxyl groups exposed on the titanium surface after the acid 
attack with Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodamida hydrochloride and N-
hidroxisulfamida to immobilize proteins to form stable covalent bonds with the amine 
groups of proteins.  
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4. By incorporating bone morphogenetic protein type 2 biofuncionalizado material, are 
favored proliferation processes and cell migration in vitro.  
5. Treatment of biofunctionalization with phosphonates and immobilization of bone 
morphogenetic protein type 2 appears to induce differentiation of mesenchymal cells 
osteogenénica line of adipose tissue (MSCat) in vivo conditions.  
6. Mesenchymal cells from adipose tissue (MSCat) enhance BMP signaling pathway 
through the expression of type I receptor for BMP-2 and this can be the basis of its 
sensitivity to signals bone. 
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3 INTRODUCCIÓN 
3.1 LA OSTEOINTEGRACIÓN EN LA IMPLANTOLOGÍA DENTAL: 
PERSPECTIVA HISTÓRICA 
El concepto de osteointegración propuesto por Branemark en 1977, hace ya más de 
treinta años, ha sido el punto de partida de la utilización de los implantes dentales como 
tratamiento para la rehabilitación de pacientes parcial y totalmente edéntulos. La 
definición dada fue: "El hueso está en contacto directo con el implante sin ningún tejido 
conectivo en medio" [1]. Este mismo autor posteriormente matiza su definición de 
osteointegración: "Es una conexión directa tanto estructural como funcional, entre el 
hueso vivo y la superficie de un implante preparado para soportar una carga" [2]. No 
existe, por lo tanto, ningún tipo de movimiento entre el implante y el hueso que le rodea, 
hay una osteointegración física o mecánica. Esta integración mecánica le da al implante 
una buena resistencia frente a las fuerzas de compresión (tracción), pero una baja 
resistencia a las fuerzas de tensión y de cizalla, las cuales se producen perpendiculares u 
oblicuas al hueso que rodea al implante dental. Zarb y Albrektsson propusieron en 1993 
[3] otra definición desde un punto de vista más bioquímico: “Un proceso por el cual se 
produce una fijación rígida de materiales aloplásticos clínicamente asintomática, y que se 
mantiene en el hueso durante la carga funcional”. 
Según la definición de Branemark [1], la osteointegración se basa en una coexistencia 
estructural y funcional continua; así como de forma simbiótica, entre un material 
aloplástico y los tejidos vivos. La osteointegración no es un fenómeno aislado sino que es 
dependiente de otros procesos como la osteoinducción y la osteoconducción de los 
cuales hablaremos ampliamente después. 
Por otra parte Schroeder en 1976 [4] habló de anquilosis funcional en la interfase 
implante-hueso, la cual se forma durante el periodo de cicatrización, desde el momento 
de colocación de la fijación, como durante el periodo post-integración. 
Más recientemente han sido descritos tres tipos diferentes de anclaje de los implantes al 
tejido: 
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1. La fibrosteointegración, que es el depósito de tejido fibroso pobremente 
diferenciado entre el hueso y la superficie del implante. Esta reacción se produce 
frecuentemente como consecuencia de la preparación traumática del hueso, 
debido al sobrecalentamiento del mismo por el fresado.  
2. La fijación por medio de un ligamento organizado alrededor del implante, de modo 
similar a la interfase natural entre la porción radicular del diente y hueso 
circundante. Este tipo solo se había evidenciado experimentalmente en animales 
en 1990 por Buser [5], aunque recientemente se ha demostrado en humanos que 
es posible la formación de un ligamento periodontal alrededor del implante cuando 
éste se inserta cerca de una raíz dental retenida. Se observó, en 1993 por Warrer 
[6], la formación de nuevo cemento depositado sobre la superficie del implante 
evidenciando el fenómeno de osteointegración. 
3. La osteointegración, definida clásicamente como la aposición directa de hueso en 
la superficie del implante, es el modelo de anclaje del implante dental que hoy en 
día se acepta y relaciona con el éxito clínico a largo plazo en la implantología 
moderna. 
Históricamente, se comenzó con la colocación exclusiva de los implantes de titanio para 
restaurar a los pacientes totalmente edéntulos mandibulares, situación que todavía 
representa una de las mayores aplicaciones de los mismos en la práctica odontológica 
actual. Se ha de tener en cuenta que una mandíbula edéntula suele ser una mandíbula 
con una gran reabsorción ósea alveolar y por lo tanto, con un volumen de tejido que, 
debido a su escasez, dificulta la retención de las prótesis removibles tradicionales, la cual 
está basada en la interacción mecánica entre la prótesis y los tejidos blandos que 
recubren la mandíbula. Posteriormente la aplicación de los implantes dentales se ha 
diversificado empleándose para la restauración de ambos maxilares tanto en edentulismo 
total como parcial, ya sean pacientes con falta de piezas individuales o de tramos 
edéntulos (varias piezas dentales). La colocación de implantes dentales puede llevarse a 
cabo aún en regiones de mayor dificultad clínica, siempre que las condiciones 
anatómicas y clínicas lo permitan, como son la zona del hueso pterigoideo, la tuberosidad 
del maxilar o el hueso zigomático. 
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La sustitución de las piezas dentales con implantes osteointegrados ha permitido que los 
pacientes total o parcialmente edéntulos mejoren de manera significativa su capacidad de 
función masticatoria, el habla, la estética; y por lo tanto, la aceptación desde un punto de 
vista psicológico del tratamiento implantológico.  
Misch  en 1995  [7] resumió en 12 puntos estas mejoras: 
• Mantenimiento del tejido óseo. 
• Dientes con buena posición tridimensional. 
• Mantenimiento de las dimensiones verticales. 
• Buena oclusión. 
• Cargas oclusales directas. 
• Mayor porcentaje de éxito. 
• Aumento de la fuerza oclusal. 
• Mejor función masticatoria. 
• Mayor estabilidad y retención. 
• Mejor fonética. 
• Mejor percepción de la posición de los dientes y de las fuerzas ejercidas por ellos. 
• Gran mejora de la satisfacción psicológica. 
El requisito indispensable para un buen resultado clínico en la terapia con implantes 
dentales es que se establezca un contacto directo e íntimo entre hueso circundante y la 
superficie del implante, esto es que se produzca la osteointegración. Valderrama en 2001 
[8] hace hincapié en la necesidad del conocimiento  de las propiedades fisicoquímicas y 
topográficas de la superficie del material, permitiendo a su vez el desarrollo de nuevos 
diseños y procesos tecnológicos encaminados a la optimización de la respuesta tisular. 
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La osteointegración revolucionó y continúa revolucionando la odontología clínica 
restauradora desde el siglo pasado. Desde entonces, la aplicación de implantes orales 
osteointegrados ha abierto un nuevo e importante campo de investigación en las ciencias 
odontológicas, enfocándose los estudios tanto a la búsqueda de nuevos materiales de 
aplicación clínica, como en la modificación y mejora de las superficies implantarías y a 
profundizar en el conocimiento de las células del hueso que se pondrán en íntimo 
contacto con el implante. La complejidad del hueso como órgano es bien conocida desde 
hace mucho tiempo, mediante el desarrollo de métodos de estudio de las propiedades de 
las células óseas en cultivo se han obtenido puntos de vista coherentes sobre la 
regulación metabólica del hueso. El déficit óseo es el mayor problema que representa la 
rehabilitación del paciente parcial o totalmente édentulo. Las estrategias para dotar a 
nuestros pacientes de una estructura ósea que garantice la rehabilitación prostodóntica, 
van encaminadas a técnicas de ingienería tisular, Las formas en que la ingeniería tisular 
puede actuar para alcanzar este fin son mediante conducción, inducción y trasplante de 
células. 
3.2 TEJIDO ÓSEO. 
El hueso es un tejido conectivo formado por una matriz extracelular mineralizada y 
células especializadas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. El componente orgánico 
más abundante en la matriz es el colágeno tipo I que supone un 90% mientras que el otro 
10% está integrado por proteínas no colágenas como osteocalcina, osteonectina, 
sialoproteína, factores de crecimiento y proteínas séricas. El componente inorgánico 
fundamental son los cristales de hidroxiapatita, cuya unión a las fibras de colágeno 
confiere al hueso sus características principales de rigidez, flexibilidad y resistencia. 
La formación y reabsorción óseas ocurren durante toda la vida, si bien estos procesos 
son más intensos y rápidos durante el crecimiento esquelético, en el estadio que se 
denomina modelación, se producen grandes cambios, siendo este estadio el 
determinante de la longitud y grosor final del hueso y del desarrollo final de la cavidad 
medular por resorción del endostio.[9]  
El acoplamiento entre formación y reabsorción sugiere que la información necesaria para 
que exista aposición ósea, por parte de los osteoblastos, resulta de la creación primaria 
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del espacio en el hueso. Por otra parte, la activación de los osteoclastos es el resultado 
de la acción de mensajeros locales que son producidos por otras células óseas, como los 
“osteoblasts-like” y algunas células de la medula; estos últimos darán lugar al desarrollo 
de osteoclastos a partir de precursores mononucleares. 
3.2.1 FISIOPATOLOGÍA 
El hueso es un tejido metabólicamente activo que sufre un continuo proceso de 
remodelado. Este proceso supone la renovación del 3-4% del hueso cortical y entre un 
25-30% del trabecular al cabo de diez años. El remodelado no solo mantiene la masa 
ósea, sino que confiere al esqueleto su capacidad regenerativa de adaptación funcional. 
En los individuos jóvenes el remodelado mantiene la masa esquelética prácticamente 
invariable. El envejecimiento, la menopausia y distintas enfermedades alteran el balance 
del remodelado hacia un predominio de la resorción sobre la formación, lo que ocasiona 
una pérdida ósea y como consecuencia, osteoporosis. El hueso trabecular es más 
sensible a las alteraciones del balance óseo debido a su mayor superficie. 
El proceso de remodelación tiene lugar en las unidades básicas de remodelado (BMU), 
formadas por los tres tipos celulares presentes en el hueso. La unidad de remodelado se 
compone de un frente de osteoclastos seguido de un grupo de osteoblastos, un aporte 
vascular y nervioso, y tejido conectivo . Su vida media es entre seis y nueve meses y se 
calcula que en un determinado momento están activas entre 1.5 y 2 millones de estas 
unidades.[10] 
El remodelado óseo consta de cuatro fases sucesivas: activación, resorción, inversión y 
formación (Figura 1). 
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Figura 1: Esquema del ciclo de remodelado.[10] 
La fase de activación comienza con el reclutamiento de precursores mononucleares de 
la serie promonocítica presentes en la médula y sangre circulante. Las vías de 
señalización que intervienen en el desarrollo de la fase de activación no se conocen en 
su totalidad. 
El remodelado se desarrolla de manera simultánea en múltiples unidades de remodelado, 
lo que apoya su regulación por factores del microambiente óseo. También se ha 
demostrado la influencia de factores hormonales, fuerzas mecánicas locales y cambios 
ocurridos en el hueso como consecuencia del envejecimiento o daños por fatiga.[11]  
Durante el proceso de osteoclastogénesis los precursores de la serie monocito 
macrófago se diferencian a osteoclastos en la superficie ósea o cerca de ésta por acción 
de dos factores hematopoyéticos, RANKL y CSF 1 que inducen la expresión de los genes 
propios de la estirpe osteoclástica como: catepsina K y TRAP.(Figura 2). 
 
Figura 2: Activación y diferenciación osteoclástica[10] 
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En respuesta de la activación de RANK por su ligando específico el osteoclasto se 
polariza y sufre una serie de cambios en su estructura que le preparan para el proceso de 
resorción, como la reordenación del citoesqueleto y la formación de una zona de sellado 
entre su membrana basal y la superficie de resorción. Los osteoclastos diferenciados 
liberan a la laguna de resorción distintas enzimas proteolíticas junto a hidrogenoiones que 
favorecen la creación del pH ácido necesario para la activación de dichas enzimas. La 
acidificación del medio también contribuye a la desmineralización de la matriz para la 
posterior degradación por las enzimas proteolíticas. (Figura 3) 
La catepsina K es la principal enzima expresada por los osteoclastos que también 
expresan fosfatasa ácida resistente al tartrato. Los productos de degradación son 
procesados en el interior del osteoclasto y liberados a la circulación. 
 
Figura 3: Enzimas implicadas en la actividad del osteoclasto[10] 
La fase de resorción finaliza con la apoptosis osteoclástica, proceso regulado por 
diversos factores entre los que destaca por su importancia TGF β que además inhibe la 
apoptosis de los osteoblastos. 
En la fase de formación las células  precursoras de osteoblastos son atraídas a la zona 
de resorción gracias a la acción conjunta de diversos factores quimiotácticos liberados de 
la matriz ósea durante la resorción: TGF β, colágeno tipo I, PDGF e IGF I y II. Las células 
mesenquimales pluripotenciales precursoras de osteoblastos se diferencian a través de 
las activación de distintos genes como el de la fosfatasa alcalina, la osteocalcina o el 
colágeno tipo I, proceso mediado por IGF I y BMP-2. Esta fase de formación integra a su 
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vez dos procesos: la síntesis de osteoide, tejido óseo nuevo sin mineralizar, y la fase 
posterior de mineralización.[12] 
Se considera que tras completar este periodo la mitad de los osteoblastos mueren por 
apoptosis y los restantes se transforman en células de superficie (lining cells) que 
recubren el hueso recién formado o quedan enterrados en el tejido óseo transformándose 
en osteocitos. Los osteocitos conectan entre sí y con los osteoblastos y lining cells de la 
superficie mediante una red de prolongaciones citoplasmáticas que forman un sistema 
canalicular.  
3.2.2 FORMACIÓN DE HUESO 
La formación de hueso requiere no solo el reclutamiento y la migración de una población 
de células con potencial osteogénico, sino también la diferenciación de esta población en 
una estirpe de células secretorias maduras. En la cicatrización periimplantaria, la 
población con potencial osteogénico migra a través del coágulo sanguíneo, este está 
retenido sobre la superficie del implante, alcanzándolo por la herida quirúrgica del 
fresado. 
Las células que alcanzan la superficie implantaria comienzan con la síntesis de la matriz 
en la superficie sólida. Aquellas células que se diferencian antes de alcanzar la superficie 
secretaran la matriz osteoide. Como resultado de la diferenciación a células secretoras, 
se interrumpirán su migración y no alcanzaran la superficie del implante, sino que son 
envueltas por su propia secreción. Así que la osteoconducción se manifestará como una 
espícula ósea que avanza hacia la superficie diana, en este caso el implante. Los 
osteoblastos ya diferenciados, que secretan activamente matriz osteoide, serán 
transferidos como resultado de la secreción de la matriz, o serán englobados como 
osteocitos en la matriz que ellos mismos producen. La translocación de osteoblastos 
polarizados, con actividad secretoria activa, con concomitante producción de matriz es 
llamada crecimiento aposicional y es un fenómeno totalmente distinto respecto a la 
osteoconducción. Por la tanto la formación de hueso durante las dos fases de 
cicatrización y la fase anabólica de remodelación comprenden los dos distintos 
fenómenos: la formación de hueso “de novo” y la formación aposicional de hueso. Así, los 
procesos que concluyen en la formación ósea, incluyen el reclutamiento y la replicación 
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de precursores mesenquimales de osteoblastos, que se encuentran en el periostio y en la 
medula ósea adyacente a la superficie endóstica, su diferenciación desde 
preosteoblastos a osteoblastos, y la regulación de su actividad. 
Los osteoblastos, conocidos por su situación en el hueso y por su capacidad para 
sintetizar matriz osteoide, tienen reconocidas diversas propiedades, como: 
• síntesis de colágeno tipo I (COL-I), osteonectina, osteopontina (OPN), 
sialoproteína ósea (BSP), osteocalcina (OCN), y marcada actividad fosfatasa 
alcalina (ALP);  su respuesta a las hormonas como la paratohormona (PTH) y 
factores de crecimiento. 
• Los cambios de algunas de sus propiedades están relacionadas con los diversos 
grados de maduración. Así, por ejemplo la síntesis de colágeno tipo I decrece con 
la maduración del osteoblasto. La  actividad de la fosfatasa alcalina disminuye 
cuando existe cierto grado de mineralización ósea. La osteopontina aparece antes 
que ciertas proteínas de la la matriz como la sialoproteína ósea y la osteocalcina; 
sin embargo, es la sialoproteína la que antes se detecta en presencia de 
osteoblastos diferenciados formadores de  hueso; y la osteocalcina aparece con la 
mineralización. 
3.2.3 FORMACIÓN DE HUESO “DE NOVO”. 
Cuando el nuevo hueso esté formado, eso señala una continuidad de la actividad de 
síntesis de la población de células osteogénicas diferenciadas u osteoblastos. Donde el 
tejido es continuo el cese provisional de la secreción de matriz en el crecimiento 
aposicional está marcada por líneas remanentes y en la formación de hueso “de novo” la 
llegada de una nueva población de células en la superficie opuesta está marcada por la  
secreción de una línea cementicia. 
El término “formación de hueso de novo” describe la cascada biológica de eventos que 
ocurren durante el inicio de la formación de nuevo hueso por la población celular 
nuevamente diferenciadas de las células osteogénicas. Estas células son sin duda la más 
importante población que forma hueso en los sitios de cicatrización implantar así como 
andamio para la construcción del nuevo tejido. 
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En un estudio realizado sobre implantes removidos al cabo de veinte años de inserción 
Trisi y cols[13], no por fracaso de integración en el tejido sino por fractura del cuello del 
implante se hizo una preparación de éste junto con el hueso circundante para ser 
estudiado a microscopio óptico y microscopio electrónico de barrido (MEB). Se demostró 
la presencia de contacto directo en una fracción de la superficie del implante. La interfase 
mostraba huecos de grosor constante (entre 1 y 5 µm) en todos los casos. 
En la parte ósea, el borde se encontraba representado por hueso calcificado con una 
capa orgánica y no calcificada de 1 µm de espesor, similar al tejido osteoide, interpuesto 
en algunas áreas. En pequeñas porciones de la superficie del titanio, fueron observados 
fragmentos de hueso calcificado directamente anclados a la superficie del metal. Se 
observó también una lámina electrodensa en la interfase ósea. Puedieron observarse 
osteocitos muy cerca de la superficie del implante, y a mayor aumento fue posible 
evidenciar la presencia de pequeños canalículos óseos desde los osteocitos hasta la 
interfase. La evidencia de pequeños agujeros en la cara ósea de la interfase observados 
a microscopía electrónica de barrido soportan este hallazgo y refuerzan la hipótesis de 
que los canalículos de los osteocitos terminan en contacto con la superficie del metal del 
implante. 
3.2.4 FUNCIONES DEL REMODELADO 
Se considera que la principal función del proceso de remodelado es el mantenimiento de 
las características mecánicas del hueso a través de la sustitución de las zonas dañadas 
por hueso nuevo. También es responsable de la organización espacial del hueso la carga 
mecánica experimentada en cada momento que contribuye a la homeostasis mineral y 
especialmente al balance fosfocálcico. [11] 
El proceso de resorción llevado a cabo por los osteoclastos estimula la síntesis de hueso 
nuevo por los osteoblastos adyacentes. Este proceso se denomina acoplamiento y está 
regulado entre otras citoquinas por el sistema OPG-RANKL. La expresión coordinada de 
OPG y RANKL regula la resorción de manera tanto positiva como negativa controlando la 
activación de RANK en los osteoclastos. En la coordinación del proceso de remodelación 
son también fundamentales los mecanismos intercelulares de señalización que permiten 
sincronizar sus acciones, difundir señales autocrinas y coordinar respuestas a estímulos 
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hormonales. Estudios recientes destacan la importancia de las integrinas en el proceso 
de osteogénesis, en la transmisión de estímulos mecánicos entre osteoblastos y 
osteocitos y en la regulación de la apoptosis especialmente en la inducida por 
bifosfonatos.[14][15]  
3.2.5 REGULACIÓN DEL PROCESO DE REMODELACIÓN ÓSEA 
En los últimos años se ha producido un gran avance en el conocimiento de los factores 
que intervienen en la regulación del proceso de remodelado, a pesar de lo cual quedan 
por aclarar muchos aspectos. Su regulación es compleja ya que integra diversos 
estímulos como son factores genéticos, mecánicos, vasculonerviosos, nutricionales, 
hormonales y factores locales. Muchos de estos factores ejercen efecto sobre 
osteoblastos y osteoclastos, o bien actúan estimulando a su vez una cascada de señales. 
Debido a su importancia nos centraremos exclusivamente en los factores locales, entre 
los que destacan los factores de crecimiento, las citoquinas y recientemente se han 
implicado las proteínas de la matriz ósea, como moduladoras de la acción de otros 
factores locales. Las células del hueso también juegan un papel importante por la 
producción de prostaglandinas y óxido nítrico, así como de citoquinas y factores de 
crecimiento. 
La formación de hueso es un proceso complejo que incluye la migración y proliferación de 
las células mesenquimales primitivas, la diferenciación de las células precursoras como 
son los preosteoblastos, la maduración de éstos, la formación de la matriz osteoide y 
finalmente la mineralización del hueso. La osteogénesis es controlada a múltiples niveles, 
entre los que se distinguen la diferenciación de osteoblastos, proliferación y formación de 
la matriz. Los ciclos secuenciales de formación y resorción del hueso están controlados 
por factores de crecimiento secretados localmente. Se consideran factores de crecimiento 
a las moléculas con la misma actividad, pero que actúan o son sintetizadas por otros 
tipos celulares. Son polipéptidos producidos por las propias células óseas o en tejidos 
extraóseos, que actúan como moduladores de las funciones celulares, fundamentalmente 
sobre el crecimiento, diferenciación y proliferación celular En nuestro estudio nos 
centramos en la proteína morfogenética ósea de tipo 2 que detallaremos posteriormente 
.[9] 
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3.3 BIOCOMPATIBILIDAD Y OSTEOINTEGRACIÓN. 
3.3.1 EL TITANIO EN LA IMPLANTOLOGÍA. 
El uso generalizado del titanio para la fabricación de los implantes dentales es debido a 
que cumple de forma adecuada y diferenciada, con respecto al resto de materiales, con 
todos los requerimientos que un biomaterial debe cubrir en la implantología dental 
:biocompatibilidad, osteointegración, biofuncionalidad (adecuadas propiedades 
mecánicas), resistencia a la corrosión, procesabilidad y disponibilidad.[16]  
Su módulo de elasticidad es una característica importante como material usado en 
implantología ya que se aproxima al valor del hueso compacto, lo que permite su correcto 
desempeño mecánico (deformación) teniendo valores similares al del conjunto formado 
por el implante y por el tejido calcificado cuando es sometido a las fuerzas fisiológicas de 
la masticación estando ambos en contacto. 
La mayor parte de los sistemas de implantes dentales comercializados actualmente utiliza 
titanio comercialmente puro (c.p.) como biomaterial. Aunque en la literatura el titanio c.p. 
se cita como metal puro, puede clasificarse con diferentes grados, grados establecidos 
por la American Society for Testing and Materials (ASTM), las especificaciones F67 están 
relacionadas con el titanio comercialmente puro (ASTM F67-00, 2002) determinan cuatro 
grados de titanio c.p. para su aplicación médica. Los distintos grados se clasifican en 
función de la cantidad de elementos intersticiales minoritarios que contiene la aleación de 
titanio en cuestión. De esta manera, a medida que aumenta el grado (desde el I hasta el 
IV) aumenta la cantidad de elementos intersticiales y, con ello, como propiedades más 
significativas, aumenta la resistencia mecánica y disminuyen la ductilidad y la resistencia 
a la corrosión.  
El factor fundamental que hace que el titanio c.p. sea el material elegido para la 
fabricación del implante dental es que con él, es posible alcanzar la osteointegración. Ello 
está directamente vinculado con su excelente biocompatibilidad, la cual a su vez se 
relaciona con sus adecuadas propiedades mecánicas y alta resistencia a la corrosión.  
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La mayoría de los autores coinciden en señalar a la alta resistencia a la corrosión del 
titanio c.p. como la principal razón por la que resulta altamente bioinerte en los tejidos y lo 
que permite su magnífica osteointegración. 
3.3.2 EL TITANIO: PROPIEDADES TOPOGRÁFICAS 
La topografía superficial del titanio (rugosidad y textura) puede considerarse la más 
importante de las propiedades superficiales que influyen en la respuesta del organismo a 
la presencia del implante. 
Es conocido que, por ejemplo, al aumentar la rugosidad del titanio c.p. por encima de la 
obtenida al ser mecanizado, el implante mejora la respuesta osteoblástica in vitro y la 
fijación mecánica in vivo. De hecho, las superficies de los implantes de titanio 
comerciales, en la mayoría de los casos, poseen topografías superficiales especialmente 
diseñadas y manufacturadas atendiendo al conocimiento expreso de que los detalles 
topográficos, tanto a escala micrométrica como nanométrica, que suponen un factor de 
calidad relevante. 
En la actualidad, está ampliamente aceptado que la rugosidad superficial de un implante 
es un factor determinante de su calidad superficial, cualquiera que sea el material del que 
esté fabricado o su aplicación, expuesto por primera vez en 1991 por Buser D.y cols.[17] 
Estudios posteriores señalan la importancia de los cambios topográficos de la superficie, 
los cuales tienen influencia significativa en la cascada de eventos que llevan a la 
aceptación del mismo por parte del huésped, desde la absorción de proteínas hasta la 
mineralización de la matriz extracelular del tejido óseo, pasando por la adhesión, 
proliferación y diferenciación, tanto de los osteoblastos como de los osteoclastos. Todo 
ello conlleva una mayor rapidez en los procesos de curación y, por lo tanto, una más 
rápida y biológicamente más eficaz osteointegración. 
Las superficies de los implantes dentales representan un aspecto de relevancia en el 
diseño ya que la ingeniería aplicada a las mismas influye de forma significativa en la 
respuesta de los tejidos circundantes, incluyendo la osteointegración del titanio c.p., tanto 
a corto como a largo plazo. Las estrategias más utilizadas para mejorar la respuesta 
tisular consisten en el aumento de la rugosidad (variación de la topografía superficial) o 
en la aplicación de recubrimientos bioactivos (cambio en las propiedades fisicoquímicas). 
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3.3.3 EL TITANIO: PROPIEDADES FISICOQUÍMICAS. 
El conocimiento de las propiedades fisicoquímicas del titanio c.p. supone el estudio 
exhaustivo de las propiedades de la capa de óxido de titanio que se forma sobre él de 
manera natural y espontánea en su contacto con el aire y otros medios. Esta capa 
protege al metal contra el aumento incontrolado de su oxidación, las reacciones químicas 
y biológicas indeseables, y la corrosión. Como consecuencia, los agentes químicos y 
biológicos no interaccionan directamente con el metal, sino con esta capa estable de 
óxido. 
Se pueden identificar una serie de diferentes estequiometrías de óxidos de titanio sobre 
la superficie del titanio c.p. (Ti3O, Ti2O, Ti3O2, TiO, Ti2O3, Ti3O5 y TiO2), el más estable de 
todos ellos es el dióxido de titanio TIO2 , con el titanio en su estado de oxidación +IV. 
Tiene un espesor que va desde 2 a 10 nm desde el primer segundo (109 seg.) después 
de ser expuesto al aire y constituye una barrera sobre la superficie del metal como se 
explica en trabajos realizados por Lautenschlager E.P y Monaghan P en 1993.[18]  
Debido al oxígeno cargado negativamente el monóxido de titanio TiO tiene capacidad de 
cambio iónico y puede ligar los iones calcio cuando se expone a los líquidos biológicos. 
Esta es una propiedad que comparte con otros materiales que se integran en el hueso 
como el óxido de silicio, zirconio, aluminio o hidroxiapatita. Es una característica común 
de todos aquellos materiales que tienen una superficie con grupos de oxigeno expuestos. 
La capacidad de ligar el calcio en las superficies ha sido sugerida como base para la 
compatibilidad del titanio. Recientes estudios demuestran la capacidad por parte de iones 
Ca2+ y P de hacer enlaces con la capa de dióxido de titanio TiO2, lo cual ayuda al proceso 
de mineralización y osteosíntesis. Larsson en 1994 [19] observó una mejor mineralización 
en la interfase titanio-hueso en presencia de una capa de mayor espesor de TiO2 en 
contraste con una capa más fina del mismo. En la Tabla  1 se observan diferentes 
espesores de la capa de óxido en función de diferentes tratamientos  de superficie de los 
implantes.   
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Superficie                   Espesor capa óxido 
Mecanizada < 5 
Grabado ácido 5,1 
Avantblast 15-30 
Implante mecanizado 5,7 
Superficie con plasma de titanio 5,5 
Granallado y grabado al ácido 5,7 
Tabla  1: Espesor capa de óxido (nm) en diferentes tratamientos de superficies. 
La capa de TiO2 además de la función de proteger desde el primer momento la superficie 
del implante con el tiempo incrementa esta capacidad al volverse más espesa todavía, de 
5nm formada en el momento de la implantación llegó después de 5 años a un espesor de 
200nm. Presumiblemente las proteínas séricas son adsorbidas por la superficie del 
implante con el mismo tipo de mecanismo que el calcio y la hidroxiapatita. La habilidad 
del TiO2 de absorber macromoléculas ácidas, como la albúmina y los 
glicosaminoglicanos, aumenta después la adsorción de iones calcio a la superficie, de 
esa forma cambiará del estado aniónico al catiónico. 
Las propiedades más importantes debido a la presencia del TiO2 son: 
a) La naturaleza altamente protectora de la capa de óxido, que generalmente sólo 
tiene unos pocos nanómetros de grosor, es consecuencia de su integridad natural y 
su estabilidad química en un amplio rango de pH, electrolitos y fluidos corporales. 
b) El óxido de titanio superficial se repasiva rápidamente después de una pérdida 
local de pasivación, como por ejemplo, por efecto del desgaste mecánico. 
c) La baja solubilidad de los óxidos de titanio hidratados, junto con la aún menor 
tendencia a formar compuestos de titanio cargados, son aspectos muy relevantes 
para la biocompatibilidad del titanio. 
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d) Se puede asumir una cierta semejanza fisicoquímica entre la superficie limpia del 
óxido del titanio y el agua como consecuencia de la extensiva 
hidroxilación/hidratación del óxido y su moderada hidrofilicidad.  
e) La constante dieléctrica del óxido es similar a la del agua. Este hecho provoca, tal 
y como ocurre en los fluidos acuosos, la reducción de los efectos de polarización y el 
apantallamiento de las fuerzas electrostáticas entre partículas cargadas. 
f) La baja carga eléctrica superficial, debida a que el punto isoeléctrico del óxido de 
titanio está sólo ligeramente por debajo del pH fisiológico, se cree que reduce el 
riesgo a que se establezcan interacciones fuertes entre la superficie del titanio y los 
dominios de carga de las proteínas. 
La “habilidad natural” a formar capas de calcio-carbonato-fosfato en la superficie del 
óxido de titanio a través de procesos específicos de intercambio químico con los 
constituyentes de los fluidos corporales (sangre, fluido intersticial), genera, después de 
algún tiempo in vivo, la modificación de la interfase material sintético/material biológico, 
por formación de una capa de unos pocos nanómetros de grosor. 
3.3.4 PROCESO DE CORROSIÓN: CONDICIONANTE EN LA 
BIOCOMPATIBILIDAD DEL IMPLANTE. 
El uso de materiales metálicos en medios acuosos da lugar a la aparición de fenómenos 
corrosivos llamados procesos electroquímicos. El conocimiento de estos procesos es 
esencial para la comprensión  de la degradación del material sintético debido a estas 
interacciones, las posibles consecuencias son la liberación de productos de corrosión y 
de iones metálicos, los cuales pueden tener claros efectos citotóxicos. La magnífica 
osteointegración que presenta el titanio cp. y sus aleaciones se debe, en gran medida, a 
las adecuadas reacciones electroquímicas que se producen cuando éste se implanta en 
el huésped. 
Tanto el titanio como las aleaciones del mismo forman espontáneamente una capa 
pasiva de óxido que es la responsable de su magnífica resistencia a la corrosión. Dicha 
capa está compuesta por óxidos amorfos de titanio, desde Ti2O hasta TiO2, con un 
espesor variable entre 5 y 10 nm según el tratamiento, el acabado superficial, el medio, 
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etc. La capa superficial de pasivación se forma de manera natural tras pocos 
milisegundos de contacto del titanio con un medio conteniendo oxígeno, aunque se 
puede producir y hacer más espesa mediante tratamientos químicos y electroquímicos. 
Los diagramas de Pourbaix, basados en datos termodinámicos, así como los ensayos 
potenciodinámicos, es decir, la termodinámica y la cinética, demuestran que la capa 
protectora de titanio c.p., principalmente formada por TiO2, es químicamente resistente en 
el medio fisiológico y se remplaza espontáneamente si se desprende como consecuencia 
de la acción mecánica. De hecho, el rango de pasividad electroquímica es mucho más 
amplio que la región de potenciales a la cual se puede ver sometida  en el medio 
fisiológico. También cubre un rango de estabilidad amplio a variaciones del pH, excepto 
en casos especiales donde se producen condiciones reductoras severas por la acción de 
un medio altamente acidificado, o fuertemente carente de oxígeno.¡Error! No se 
encuentra el origen de la referencia.  
El uso de biomateriales metálicos en sustitución de tejidos duros se debe 
fundamentalmente a sus buenas propiedades mecánicas de resistencia y tenacidad, las 
cuales les hacen soportar esfuerzos sin perder sus propiedades originales. Todos los 
biomateriales metálicos utilizados, como los aceros inoxidables, las aleaciones de base 
cobalto, aleaciones de titanio y el tántalo, desarrollan sobre su superficie una capa de 
óxidos e hidróxidos hidratados denominada capa pasiva que los aísla de los medios 
agresivos haciéndolos más resistentes a procesos de degradación superficial. Esta capa 
pasiva va a estar in vivo en contacto con fluidos corporales los cuales contienen iones 
cloruro (113-117 mEq/l), otros iones inorgánicos como fosfatos, bicarbonatos, ácidos 
orgánicos, aminoácidos y proteínas, compuestos que pueden dar lugar a la corrosión del 
sustrato metálico [20]. El pH de los fluidos corporales es aproximadamente de 7.4, sin 
embargo puede reducirse en zonas locales a valores ácidos de 5.2, por ejemplo, en los 
primeros momentos de implante de una prótesis, en zonas con hematomas o inflamación 
debidas al trauma quirúrgico. Estos procesos desaparecen en aproximadamente dos 
semanas y se vuelve a restablecer en estas zonas el valor normal del pH de 7.4. La gran 
variedad de componentes de los fluidos corporales, ya sean de tipo iónico u orgánico, así 
como los cambios de pH citados pueden provocar la rotura local de la película pasiva de 
los biomateriales, dando lugar a la liberación de iones metálicos al medio[21] No hay que 
olvidar, que los biomateriales metálicos utilizados en sustitución de tejidos duros, además 
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de estar en contacto con este medio agresivo están sometidos a estrés mecánico, como 
fatiga, desgaste, fricción, etc., que pueden dar lugar a deformaciones que afectan 
también la estabilidad de la capa pasiva. La combinación de ambos efectos, mecánico y 
químico, no hace sino agravar las condiciones en las que tiene que trabajar el implante, 
afectando drásticamente a las propiedades electroquímicas de la superficie, por ejemplo, 
condiciones de fricción in vivo pueden alterar la estabilidad de la capa pasiva y provocar 
la liberación de partículas e iones metálicos.[22] La liberación de iones, que no es más 
que el fenómeno de corrosión, puede influir negativamente en los procesos fisiológicos 
causando trastornos diversos en el organismo como: inducir la liberación de citoquinas 
proinflamatorias implicadas en el aflojamiento y posterior pérdida del implante[23], 
reacciones alérgicas, toxicidad[24], alteraciones neuronales, implicaciones 
carcinogénicas[25][12][26] El mecanismo de actuación en el organismo de los iones 
liberados depende de la naturaleza del ion. Así por ejemplo, el Ti, forma complejos con 
iones orgánicos como aminoácidos, haciendo de este tipo de iones una posible fuente de 
toxicidad; los iones niquel y cobre, sobreviven como tales en los fluidos corporales, sin 
combinarse con moléculas de agua o sales, pero sí con biomoléculas con el consiguiente 
problema de toxicidad. Por todo ello, es evidente que los procesos de corrosión pueden 
condicionar drásticamente la biocompatibilidad del implante y con ello la buena 
adherencia  del mismo, comprometiendo la funcionalidad del mismo e incrementando la 
posibilidad de pérdida del implante. 
A pesar de las magníficas propiedades electroquímicas y resistencia a la corrosión del 
titanio para su uso como sustituto de tejidos duros, se han descrito problemas de carácter 
electroquímico asociados con procesos degradativos de este metal.  
Entre ellos encontramos la formación de pilas galvánicas por contacto directo de 
implantes dentales de titanio con superestructuras de otro material, el aflojamiento de 
prótesis debido a corrosión por aireación diferencial asistida por desgaste y citotoxicidad 
causada por la cesión de iones desde el implante al tejido circundante, la interferencia en 
los procesos regenerativos causada por la presencia de partículas de metal y/o del óxido 
en el huésped y la corrosión localizada bajo condiciones bioquímicas específicas 
causadas por compuestos oxigenados que generan los macrófagos.  
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3.3.5 BIOCOMPATIBILIDAD DEL TI: CONSECUENCIAS EN LA 
OSTEOINTEGRACIÓN  
El término biocompatibilidad debe analizarse con detenimiento para entender la razón por 
la cual el titanio está considerado universalmente como un material con excelente 
biocompatibilidad. La Conferencia de Chester de la European Society for Biomaterials de 
1986 expone que biocompatibilidad es la capacidad de un material de ser utilizado en una 
aplicación específica con una respuesta adecuada del tejido receptor. Se ha instaurado 
una definición práctica al término biocompatibilidad: “aquel material que, después de 
aproximadamente un mes de implantación, queda envuelto en una cápsula de tejido fino, 
blando (cartilaginoso) y avascular. Tomando en consideración esta definición práctica de 
biocompatibilidad, y de acuerdo a un extenso estudio llevado a cabo por Martison y cols. 
[27] en el que se evalúa la aparición y magnitud de la reacción a cuerpo extraño, 
prácticamente todo material que no presenta efectos tóxicos y está libre de endotoxinas 
es biocompatible. De hecho, en el tejido blando, todos los materiales estudiados, incluido 
el titanio, provocaron la formación de una capa colagenosa y avascular. Sin embargo, el 
titanio es un caso especial, ya que cuando se implanta en tejido duro como el hueso, éste 
es capaz de crecer ordenado en contacto directo con el implante, sin una apreciable 
cápsula de tejido blando a su alrededor. No obstante, el implante no está adherido al 
hueso, ya que a nivel ultraestructural se aprecia una capa biológica de tejido blando de 
unos escasos 5-10 nm de grosor que, en el mejor de los casos, separan al Ti del hueso 
[28]. Su alta biocompatibilidad con el hueso es lo que ha permitido el desarrollo de la 
osteointegración y, por lo tanto, su utilización masiva en la implantología dental. Es pues, 
el titanio, lo que se llama un material altamente bioinerte y esta característica es la que  
provoca su alta biocompatibilidad y su capacidad para la osteointegración.  
La mayoría de los autores coinciden en señalar la alta resistencia a la corrosión del titanio 
como la razón principal por la que resulta altamente bioinerte en contacto con los tejidos 
orgánicos y lo que permite su magnífica osteointegración.[27] Steinemann expone 
ampliamente las propiedades y los procesos eléctricos, físicos y químicos asociados a 
este hecho.[29] 
Resulta imprescindible analizar los procesos biológicos que están asociados a la 
cicatrización de los tejidos alrededor del implante. Así, cuando un material es ubicado en 
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el interior del hueso, la primera reacción que se produce después de la no despreciable 
interacción con el agua y los iones del medio fisiológico es la adsorción no selectiva de un 
gran número de proteínas. A continuación los neutrófilos y los macrófagos interrogan al 
implante y en función de la conformación, la orientación y el tipo de proteínas adsorbidas 
por la superficie del mismo, los macrófagos interaccionan y segregan un cierto tipo y 
número de citoquinas (mensajeros biológicos moleculares) que atraen a los fibroblastos 
produciéndose, en última instancia, la encapsulación del biomaterial por el tejido fibroso. 
Es pues fundamental el tipo de interacción que se produce entre las proteínas y la 
superficie del implante, así como con las células que intervienen en los procesos de 
curación y remodelación del tejido óseo. Ello hará que la respuesta, tanto in vitro como in 
vivo, del titanio sea superior a la de otros biomateriales, principalmente a la de otros 
biometales. La explicación precisa de esos procesos de interacción es desconocida y a 
pesar de que se han formulado hipótesis consistentes [30] lo cierto es que aún quedan 
muchas incógnitas por resolver. 
3.4 FACTORES QUE AFECTAN A LA OSTEOINTEGRACIÓN. 
Las propiedades químicas y morfológicas de los implantes dentales son factores 
determinantes en la osteointegración. Debido a las exigencias actuales (carga inmediata, 
estabilidad en huesos de baja densidad, etc) y a las presiones comerciales, las 
superficies de los implantes están en continuo cambio. 
Son seis los factores esenciales, ampliamente aceptados, determinantes en el proceso 
de osteointegración que fueron propuestos por Albrektsson  y col. en 1981 [31] : 
1. Material del implante (composición atómica de la superficie). 
2. Diseño del implante.  
3. Superficie del implante. 
4. Tipo de hueso. 
5. Técnica quirúrgica. 
6. Condiciones de carga del implante. 
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La cantidad y calidad del hueso receptor es inherente al paciente, los dos últimos, son 
factores propios del control del clínico, mientras que el diseño, el material y la calidad 
superficial del implante dental son factores en los que el ingeniero tiene una influencia 
significativa.Las superficies de los implantes dentales representan un aspecto de 
relevancia en el diseño, ya que la ingeniería aplicada a las mismas influye de forma 
significativa en la respuesta de los tejidos circundantes, incluyendo la osteointegración 
del titanio, tanto a corto como a largo plazo. Las estrategias más utilizadas para mejorar 
la respuesta tisular consisten en el aumento de la rugosidad (variación de la topografía) o 
en la aplicación de recubrimientos bioactivos (cambio en las propiedades fisicoquímicas).  
3.4.1 MATERIAL DEL IMPLANTE 
Un biomaterial, es un material no vivo utilizado en un aparato médico y concebido para 
interactuar con sistemas biológicos. Así pues, el material con el que se fabrique el 
implante dental es un biomaterial. No obstante, el biomaterial elegido para su fabricación 
deberá satisfacer las diferentes propiedades requeridas para su buen comportamiento a 
corto y largo plazo, tales como la biocompatibilidad, la resistencia mecánica, la 
resistencia a la degradación, la conformabilidad y la disponibilidad. En cualquier caso, el 
concepto más importante es que el material debe ser biocompatible. Esto significa que la 
presencia del biomaterial dentro de los tejidos biológicos provoca respuestas citológicas y 
fisiológicas que no son perjudiciales ni para dichos tejidos ni para el buen desempeño de 
las funciones sustitutorias o de reparación del biomaterial.  
La respuesta que el biomaterial provoca en el tejido, dando por supuesta su 
biocompatibilidad, puede tener diferente carácter. Atendiendo a ello se puede definir un 
material bioinerte como un material que no es tóxico y que no es biológicamente activo; 
mientras que un material bioactivo es un material que no es tóxico y que sí es 
biológicamente activo. El material bioinerte durante su vida en servicio no cede ninguna 
sustancia en cantidades perjudiciales, por lo que no provoca reacciones adversas en el 
tejido. 
El titanio c.p. es generalmente aceptado como un material bioinerte aunque la 
comparación entre los efectos locales y sistémicos de los implantes metálicos y 
cerámicos en la integración con el tejido óseo han demostrado que no existe material 
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completamente bioinerte y, las leves reacciones que provoca en el medio biológico y sus 
adecuadas propiedades mecánicas, son los factores determinantes para que sea el 
material por excelencia en la selección para la fabricación de los implantes dentales. 
A este respecto, cabe decir que su magnífica respuesta en el tejido a corto y largo plazo 
es debida a las propiedades específicas de su superficie y, es por ello, que los avances 
más significativos en la mejora de dicha respuesta se están consiguiendo controlando las 
distintas propiedades asociadas a la calidad superficial. 
El titanio comercialmente puro interacciona previsiblemente con el medio. Es oxidado en 
contacto con el aire o fluidos del tejido, minimizando así la corrosión. Es un metal de baja 
densidad, lo que le proporciona una buena relación resistencia-peso, y puede formar 
aleación exitosamente con el aluminio (6%) y con el vanadio (4%). El aluminio aumenta la 
resistencia y disminuye el peso del material y el vanadio actúa como un quelante del 
aluminio, probablemente previniendo la corrosión. 
Existen hoy día cuatro grupos diferentes de biomateriales utilizados en ciencias 
biomédicas: 
a. los metales y las aleaciones metálicas, que representan el grupo más usado 
comercialmente. 
b. los cerámicos, también con amplia aplicación. 
c. los polímeros sintéticos, representados por los derivados de los compuestos de 
poliuretano, politetrafluoroetileno, polimetilmetacrilato, entre otros. 
d. los materiales naturales. 
Hasta hoy, en el grupo de los metales y aleaciones metálicas, el titanio c.p. y la aleación 
de titanio-aluminio-vanadio (Ti6Al4V) constituyen los elementos con mejor base de 
investigación científica, para la utilización en implantología. 
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3.4.2 SUPERFICIES DE IMPLANTES. 
3.4.2.1 CARACTERÍSTICAS DE LA SUPERFICIE DE LOS IMPLANTES: 
TOPOGRAFÍA SUPERFICIAL. 
Las investigaciones actuales en implantología van encaminadas a conseguir una rápida 
integración del implante con el tejido óseo que le rodea. El éxito o fracaso de este 
proceso depende del comportamiento de la interfase tejido óseo-implante. En este 
proceso participan muchas variables: tipo de material utilizado, forma, topografía y tipo de 
superficie sin olvidar cargas mecánicas, técnica quirúrgica y aspectos inherentes a cada 
paciente que afectan a su metabolismo óseo, sin olvidarnos tampoco de los tejidos 
blandos, los cuales participan del éxito del implante formando una barrera alrededor del 
implante protegiendo la interfase implante-hueso [32]. 
Un factor importante para el éxito de biomateriales implantados, son las propiedades 
superficiales, ya que las primeras interacciones entre el biomaterial y el ambiente 
biológico tiene lugar sobre la superficie de la implantación. De hecho la superficie de los 
implantes es uno de los principales factores que afectan en el proceso de 
osteointegración [33] El primer proceso que puede afectar durante mucho tiempo en la 
estabilidad de un implante se encuentra afectado por las propiedades físicas, químicas y 
bioquímicas. Así existe interés en mejorar las interacciones entre las células y el material 
mediante el tratamiento de las propiedades de la superficie [34]. 
En los últimos años han aparecido diversos tratamiento de superficie aplicados a 
implantes dentales para aumentar la rugosidad superficial del mismo, demostrando que la 
osteointegración a corto y medio plazo se ve favorecida por una superficie de rugosidad 
micrométrica. Esta mejoría parece estar ligada, según diversos estudios experimentales 
[35] a la existencia en la superficie del implante de microrugosidades favorecedoras de la 
adhesión celular, dando lugar a una mayor diferenciación celular y a una mayor expresión 
de osteoblastos. Este efecto tiene como consecuencia una rápida regeneración y una 
mejor calidad del tejido óseo regenerado.  
Sobre su topografía se sabe que la superficie rugosa tiene mayor contacto hueso 
implante que la superficie mecanizada, debido a  un aumento de la migración y 
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proliferación celular así como un mayor torque de desinserción. La topografía superficial 
(rugosidad y textura) puede considerarse la más importante de las propiedades 
superficiales que influyen en la respuesta del organismo a la presencia del implante. 
Todas las superficies contienen irregularidades o asperezas de diferente longitud de onda 
que se superponen a la forma de la pieza, que definen su topografía y que se pueden 
dividir en tres categorías:  
• Rugosidad 
• Ondulación superficial 
• Error de forma.  
Dentro del primer grupo, la rugosidad incluye las irregularidades de corto alcance en el 
espacio y la textura superficial inherente al proceso de fabricación. Está creada por valles 
y picos de amplitud variable y espaciado superior a las dimensiones moleculares. La 
ondulación superficial consiste en irregularidades de la superficie de espaciado superior a 
la rugosidad; mientras que el error de forma es una desviación grande de la forma de la 
pieza. 
Las técnicas cuantitativas de medida de los diversos factores anteriores hacen uso de 
filtros de corrección de fase, en la mayoría de los casos de tipo Gaussiano, para separar 
la ondulación y los errores de forma de la rugosidad.  
La rugosidad, es el resultado acumulativo de algunos, o todos, de los siguientes factores:  
• la estructura cristalina 
• el proceso de fabricación 
• la ingeniería de superficies aplicada, como puede ser el ataque ácido, el 
recubrimiento con proyección por plasma o el arenado, por poner algunos de los 
ejemplos más empleados en implantes dentales. 
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La rugosidad superficial se puede describir y cuantificar por métodos topográficos y se 
puede expresar como el resultado de efectuar mediciones sobre el perfil (2D o 3D) de la 
superficie.  
La microtopografía de la superficie afecta al grado de contacto entre el implante y el 
hueso (humectabilidad). En los últimos años han aparecido diversos tratamientos de 
superficie aplicados a implantes dentales como son: métodos por adición (Técnica Spray 
plasma-titanio (TPS), sinterizado de titanio, hidroxiapatita y métodos por sustracción 
(granallado sin y con grabado ácido, el grabado ácido únicamente, oxidación anódica, 
Microtextured titanium surface (MTX)), estos tratamientos se describen más detallados en 
el apartao de superficies rugosas. 
Otras modificaciones de la superficie sugeridas en los últimos años están enfocadas a 
obtener un aumento del espesor y de la cristalización de la capa superficial del óxido de 
titano, ya que algunos estudios sugieren una relación entre el incremento del espesor y/o 
cristalización de la capa del óxido y mayor absorción de proteínas a la superficie, mayor 
diferenciación y crecimiento de los osteoblastos y mayor osteointegración de implantes 
tratados.[19] 
Hay autores que defienden la presencia de interacciones de tipo químico entre el 
implante y el hueso que le rodea. Este hecho aparece al aplicar a la superficie del 
implante materiales reactivos del tipo fosfato cálcico y flúor, que son capaces de 
conseguir uniones químicas entre el implante y el hueso que le rodea. Este concepto ha 
dado lugar al término de óseocoalescencia como sinónimo del hecho de fundirse el 
implante y el hueso. Esta forma de integración parece que tiene una buena resistencia 
tanto a las fuerzas de tracción, como a las de tensión. 
Por lo tanto podemos afirmar que el éxito del implante depende del tipo de superficie de 
éste, y de la respuesta del hueso que lo rodea. Si nos centramos en la topología de la 
superficie, se acepta que tiene un importante papel en la diferenciación osteoblástica y en 
la mineralización ósea [36]. Ya aquí, se distinguen implantes de superficie rugosa e 
implantes de superficie lisa. Estudios in vitro han demostrado que las células 
osteoblásticas tienden a actuar más rápidamente ante superficies rugosas, hecho que se 
manifiesta en un aumento de la diferenciación de estas células óseas, un aumento de la 
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actividad de la fosfatasa alcalina, junto a un aumento en la producción de osteocalcina y 
de colágeno. 
En cuanto a los tejidos blandos y a diferencia de los osteoblastos, los fibroblastos se 
adhieren más fácilmente a las superficies de los implantes no rugosos o lisos ofreciendo 
poca resistencia a la tracción [37]. 
3.4.2.2  VARIACIONES SUPERFICIALES DE LOS IMPLANTES DE TITANIO. 
Dos tipos de superficies han sido comúnmente relacionadas con la respuesta del entorno 
óseo, la forma o topografía, ya sea rugosa o lisa del implante y el otro tipo de superficie 
hace referencia a las propiedades químicas. Si bien es cierto que a veces las 
modificaciones en la topografía del implante conlleva cambios de tipo químico en la 
misma superficie [38].  
Hoy en día existen una gran diversidad de superficies de implantes: 
• Superficie lisa 
• Superficie rugosa 
• Superficies bioactivas 
Es reconocido por todos que, aumentar la rugosidad del titanio por encima de la obtenida 
al ser mecanizado, el implante mejora la respuesta osteoblástica in Vitro y la fijación 
mecánica in vivo [39].Los tratamientos de superficie pueden clasificarse en: 
• Por adición:  
o Plasma de Titanio 
o Hidroxiapatita 
o Recubrimiento MP-1 
•  Por sustracción: 
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o granallado sin grabado 
o grabado ácido  
o oxidación anódica. 
o granallado sin grabado 
o -superficie MTX 
3.4.2.2.1 SUPERFICIES LISAS. 
Se obtienen a través de: 
Electropulido. "Electropolished". La superficie del implante es tratada 
electroquímicamente  mediante inmersión en un baño electrolítico a través del cual pasa 
una corriente eléctrica, el objetivo es pulir la superficie.  
• Torneado "Machined or turned": La superficie sufre un proceso de torneado 
mecánico que macroscópicamente pule y alisa la superficie [40] 
3.4.2.2.2 SUPERFICIE RUGOSA 
A. MÉTODOS DE ADICIÓN  
Estas superficies se obtienen añadiendo materiales sobre la superficie del implante 
dental, dentro de ellas está la Técnica del Spray de Plasma de titanio, "Titanium plasma 
spray, (TPS)". En este método se utiliza un gas noble, lanzado sobre la superficie del 
implante que proyecta con un  compuesto que contiene, iones,  electrones y plasma, los 
cuales son comprimidos a alta temperatura y lanzados contra la superficie a una 
velocidad de 3.000 m/seg. A través de este método y por aposición del compuesto sobre 
la superficie del implante se obtiene una rugosidad de aproximadamente 15 nm. 
Se distinguen los siguientes tipos de superficies obtenidas mediante métodos de adición: 
û Plasma de Titanio(TPS) 
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El Titanio Plasma Spray es una técnica que consiste en comprimir un gas noble 
convirtiéndolo en un plasma, mediante un arco luminoso incandescente  para elevar la 
temperatura del mismo e imprimirle una elevada velocidad de choque, se consigue que 
este chorro de gas caliente impacte sobre la superficie del implante al que se le han 
añadido previamente partículas de hidruro de titanio con la ayuda del gas argón. El 
conjunto choca contra el cuerpo del implante de titanio situado a 15-20 cm de la 
proyección del chorro 
Las características que obtenemos como resultado final de dicha técnica de TPS son: 
• La capa superficial tiene un grosor de 30 a 50µ. 
• Una profundidad de las asperezas de 15µ. 
• Con formas redondeadas, contiguas y muy porosas. 
• La superficie del cuerpo del implante aumenta de 6 a 7 veces sobre la anterior al 
tratamiento.  
• La superficie estructurada y rugosa tiene una mayor proliferación de hueso que la 
superficie lisa y se irriga mejor, incrementando también  su adherencia.  
• Los elementos tienen una tolerancia química perfecta y una tolerancia biológica 
igual a la de las superficies de titanio lisas. 
• Las superficies rugosas ofrecen una mayor solidez en la unión hueso - implante 
que las superficies lisas.[19]  
Los inconvenientes que se van a obtener por el uso de esta técnica en los implantes 
dentales son: 
• Las superficies de TPS se ven afectadas por una gran cantidad de fisuras en la 
superficie del implante por el proceso de calentamiento. 
• No hay una unión firme de gran parte de las partículas quemadas proyectadas 
sobre la superficie del implante que posteriormente se sueltan y más tarde 
aparecen en el tejido circundante y los ganglios linfáticos.[41] 
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• Los implantes de TPS pueden tener la superficie rugosa creada expuesta al medio 
oral, favoreciendo con ello la llegada y la retención de placa bacteriana. 
• El desarrollo de las periimplantitis en estos implantes se debe a la presencia de 
defectos microscópicos producidos durante su fabricación. 
û Hidroxiapatita (HA) 
Desde mediados de los ochenta se han utilizado sistemas de implantes recubiertos por 
hidroxiapatita. Para unos, esta superficie biorreactiva acelera la cicatrización ósea y 
consigue una unión suficientemente estable que permite fuerzas de tensión y 
deslizamiento; no habría separación entre ambas superficies. Sin embargo, se 
producirían fracasos a largo plazo debido a los diferentes coeficientes de dilatación 
térmica y a las distintas propiedades de elasticidad de ambos materiales. Algunos 
inconvenientes de las superficies de hidroxiapatita obtenidas mediante la técnica de 
plasma spray son: 
• Falta de adhesión del recubrimiento cerámico sobre el metal,  
• La fuerza de adhesión es débil y crea zonas de espacio vacío entre el sustrato 
metálico y el recubrimiento bioactivo, 
• Las cavidades, que están conectadas entre sí, pueden ser colonizadas por 
bacterias que penetran hacia el interior de los vacíos que quedan entre el implante 
y el recubrimiento provocando periimplantitis que obliga a retirar el implante, 
• Grietas producidas por el choque térmico en el proceso de deposición del 
recubrimiento desde la alta temperatura que se requiere para el chorreado hasta 
la ambiente, así como la falta de cristalinidad del fosfato de calcio depositado 
sobre la superficie debido a la elevada velocidad de enfriamiento en el proceso de 
solidificación. 
Estos inconvenientes se intentan evitar con nuevos procedimientos donde la aposición de 
la hidroxiapatita se ve acelerada significativamente por la presencia de la nanoestructura 
generado por el tratamiento con NaOH, aspecto que se ve implementado en 
experimentos de inmersión en fluidos corporales .[42]  
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Existen estudios comparativos que muestran que el porcentaje de contacto entre el hueso 
y el implante dental es mayor en los implantes con recubrimiento de hidroxiapatita, que 
en los de superficie de recubrimiento de plasma de titanio o en los que se ha procedido 
solo a realizar un tratamiento de superficie con grabado ácido[43].  
Los fracasos tardíos de los implantes se asocian a la presencia de un fenómeno 
denominado periimplantitis. Martins y cols [44] estudiaron la reacción tisular frente a 
cuatro superficies de implantes diferentes, tras inducir experimentalmente periimplantitis, 
los implantes recubiertos de HA, muestran la tasa más alta de pérdida vertical y 
horizontal, comparándola con las otras superficies estudiadas y que las superficies de 
TPS y de HA son más susceptibles de sufrir periimplantitis. 
û Recubrimiento MP-1 
El recubrimiento MP-1 es un sistema nebulizador de plasma con presión hidrotermal que: 
• Aumenta la cantidad de hidroxiapatita cristalina incrementándola de un 77% a un 
96% 
• disminuyen los componentes amorfos de la hidroxiapatita de un 21% a un 4% 
• No altera negativamente el recubrimiento ni el sustrato metálico (Ti6Al4V) 
• No disminuye la fuerza de adhesión del recubrimiento al sustrato, ni modifica la 
rugosidad superficial 
• Lo hace más resistentes al ácido nítrico en el proceso de detoxificación de la 
superficie. 
• Disminuye la cantidad de calcio disuelto en condiciones fisiológicas de pH y 
temperatura, tanto en pH fisiológico de 7,4 como en pH ácido hasta pH= 3.  
B. MÉTODOS POR SUSTRACCIÓN. 
En la actualidad, nos encontramos con que las superficies de implantes tratadas 
mediante sistemas de adición han sido claramente superadas por los denominados 
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tratamientos de superficie de sustracción [45]. En esta técnica se trata de quitar retirar 
material de la superficie mediante diferentes técnicas a continuación descritas: 
• Técnica de “Sandblasting” o arenado. En esta técnica la superficie del implante es 
bombardeada con un chorro de aire y agentes abrasivos, como son las partículas 
de arena, a una presión controlada, aumentando de esta manera la superficie de 
contacto del implante [46] 
• Técnica del grabado ácido y chorreado, "Acid etching and blasting". En esta 
técnica, la superficie del implante es bombardeada con gruesas partículas de 
entre 250-500 nm de diámetro. Dichas partículas son generalmente oxido de 
aluminio. Posteriormente, se graba toda la superficie con ácido clorhídrico y/o 
ácido sulfúrico. Este tipo de tratamiento de la superficie parece ser que es el que 
mejores resultados de osteointegración se producen [47] 
• Técnica del grabado ácido, "Acid etching". En este proceso se utilizan soluciones 
ácidas para tratar las superficies de los implantes a través de erosiones químicas. 
Las características de las superficies de los implantes dentales obtenidas por sistemas de 
sustracción son: 
• La morfología de la rugosidad superficial va a determinar la humectabilidad  
• Con este tratamiento se obtiene mayor humectabilidad que en las superficies de 
adición 
• El grado de humectabilidad va a depender del ángulo de contacto que la 
rugosidad ofrece a los fluidos tisulares 
• Favorecen el desarrollo de microvilli y filopodia, que son necesarios para el 
“movimiento celular” por la superficie del implante en los primeros estadios de la 
adhesión celular [48]. 
Se distinguen los siguientes tipos de superficies obtenidas mediante métodos de 
sustracción: 
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û Granallado sin grabado 
En esta modalidad de superficie (TiOblast) que fue el primer diseño de superficie rugosa 
en 1989, se produce la rugosidad de la superficie del implante mediante el bombardeo de 
partículas sólidas que pueden variar en: 
• Composición, siendo de cualquiera de los materiales expuestos a continuación: 
TiO2, Al2O3, Ca3(PO4)2  
• Tamaño, variando su diámetro de entre 25 a 250 µm. 
• Velocidad del disparo 
Este proceso de tratamiento de superficie de los implantes dentales nos ofrece una serie 
de características: 
• Se produce una compresión de la superficie del implante por el impacto de los 
diversos materiales. 
• Aumenta la resistencia del implante dental a la fatiga y a la corrosión 
• Se desprenden menos iones  
• Se evitan las posibles complicaciones de osteólisis o deposición a distancia. 
û Grabado ácido 
Las superficies tratadas mediante grabado ácido (Osseotite) se consigue primero con un 
lavando de la superficie con ácido fluorhídrico (FlH) se deja secar y posteriormente se 
lava la superficie con ácido clorhídrico (ClH) y ácido sulfúrico (H2SO4). La rugosidad 
superficial depende del tipo de solución ácida empleada, de su concentración durante el 
lavado, del tiempo que se lava la superficie del implante y también de la temperatura a la 
que se produce dicho tratamiento de superficie. 
Los implantes tratados mediante el grabado ácido de superficie Osseotite demuestran 
mayor porcentaje contacto hueso-implante (BIC), pasando hasta un 72,9% frente a las 
superficies mecanizadas con un 33,98 % de BIC. [49] 
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û Oxidación anódica 
La oxidación anódica (TiUnite) es un método electroquímico que origina en la superficie 
del implante una microrrugosidad y un pasivado de espesor controlado. El objetivo del 
tratamiento es formar una capa de TiO2 y unos poros en forma de cráter con una altura 
de 2 a 5 µm y un diámetro de 1 a 2 µm  
Aplicando un voltaje positivo al implante de titanio c.p. inmerso en una solución 
electrolítica, produce la oxidación anódica de la superficie del titanio en forma de una 
capa de TiO2, dicha capa es porosa y está firmemente adherida al sustrato lo cual es 
beneficioso para la actuación biológica de los implantes [50] 
û Granallado con grabado 
El granallado con grabado (SLA) se realiza chorreando la superficie del implante con 
óxido de aluminio AlO3, de tamaño medio entre 250 y 500 µm de diámetro para aplicar 
posteriormente el grabado ácido con una solución de HCl/H2SO4 a elevadas temperaturas 
durante 5 minutos.  
El lavado con ácido sirve para remover de la superficie del implante las partículas que se 
hallen impactadas y que después podrían alterar la osteointegración. 
Los Implantes con tratamiento de superficie SLA demostraron tener valores de 
desinserción por torque mayores que los de superficie lisa mecanizada. [51]. 
En un estudio comparativo entre diferentes tratamientos de superficie no hubo diferencias 
radiológicas ni clínicas significativas entre implantes SLA cargados a las 6 semanas y los 
de superficie TPS cargados a las 12 semanas [52]. 
û Superficie MTX 
La superficie MTX (Microtextured titanium surface) se consigue con un chorreado de la 
superficie del implante con partículas solubles y biocompatibles más un grabado ácido 
para remover cualquier partícula residual del chorreado [53]. 
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Se aumenta en un 44 % la superficie de contacto con respecto al titanio maquinado. 
Siendo el proceso inocuo para la estructura del implante y sin alterar la forma de las 
espiras. 
3.4.2.2.3 SUPERFICIES BIOACTIVAS 
Actualmente existen implantes con superficies que se presentan como superficies 
bioactivas, como implantes con fosfato cálcico que se basa su actividad en la capacidad 
de formar apatita impulsando la función celular para conseguir formar una interfase de 
hueso y carbonato cálcico o implantes con flúor. Los resultados obtenidos con este tipo 
de superficie con flúor parecen demostrar una buena adhesión del hueso en la interfase 
en comparación con los controles, demostrando una reacción bioactiva de estos 
implantes. 
Existen diversos factores que intervienen a nivel molecular en la fisiología ósea, de entre 
muchos de ellos podemos encontrar algunos importantes tales como [54][55]: 
• La vitamina D3 que aumenta la síntesis de colágeno tipo I y de osteocalcina así 
como actúa activando la fosfatasa alcalina. 
• El TGF-B aumenta la síntesis colágeno y los osteoblastos. 
• La PGE-2 tiene una acción inversamente proporcional a la síntesis colágeno tipo I. 
• La melatonina estimula la formación ósea. 
• La OPG/RANK/RANKL actúa impidiendo la  diferenciación de los osteoclastos, por 
tanto impidiendo la reabsorción ósea. 
• La hormona del crecimiento, actúa a nivel de la síntesis de proteínas, aumentando 
la síntesis de osteoblastos. Su efecto es el aumento del crecimiento y de la 
remodelación de  hueso.  
• Dexometasona /ácido ascórbico (vitamina C) /glicerofosfato (DAG) y BMP-2 son 
agentes potentes en la proliferación y diferenciación celular. 
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• La proteína morfogenética-2 (BMP-2) realza la acción DAG induciendo la 
diferenciación de células mesenquimales. Ambos agentes actúan recíprocamente 
de varios modos y pueden modificar la formación de hueso [56]  
Teniendo en cuenta todos estos factores que intervienen activamente en la remodelación 
ósea, se propone la aplicación de los mismos como tratamiento de superficies de los 
implantes obteniendo con ello superficies bioactivas, entendiendo como tal; la capacidad 
de un material de estimular mediante enlaces químicos (intercambios de moléculas) la 
formación de hueso sobre la superficie de un implante. Concretamente se basa en 
transformar materiales bioinerte sin capacidad osteogénica mediante diferentes tipos de 
tratamientos en materiales bioactivos. Estas superficies deben ser biocompatibles [57]. 
Las propiedades que deben de tener estas superficies de los implantes dentales son: 
• Inducir la diferenciación celular 
• Fácilmente sintetizables 
• Fácilmente absorbibles 
• No provoquen reacción inmune 
• Químicamente estables 
• Buen ratio coste/efectividad 
Las superficies con capacidad bioactiva de los implantes dentales se clasifican en: 
• Biocerámicas: HA, Fosfato Cálcico. 
• Proteínas bioactivas: GFs (Growing Factors), BPMs (Bone Morphogenetic 
Proteins), Colágeno. 
• Hormonas: Melatonina. 
• Polímeros: Chitosan. 
• Iones: Flúor. 
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3.4.2.2.4 APLICACIÓN DE ÁCIDO CARBOXIETILFOSFÓNICO 
Tradicionalmente, la modificación superficial del titanio se ha basado en el control de la 
topografía superficial, y más recientemente, en un enfoque desde el punto de vista físico-
químico o inorgánico, dando lugar a la formación de capas biocompatibles. 
El desarrollo de estas capas biocompatible es una investigación en curso, intentan imitar 
el proceso de adherencia fisiológico de los osteoblastos a la matriz extracelular y una 
mejora de la adherencia de los osteoblastos in Vitro, obteniendo una  integración ósea 
más temprana en vivo. El titanio, que es el material más usado en la cirugía de los 
implantes dentales, puede ser recubierto fácilmente por péptidos que llevan grupos 
ácidos fosfónicos[58][59] 
Las moléculas de ácido fosfónico forman enlaces estables con óxidos metálicos 
pasivados, tales como Al2O3 ,TiO2 [60], dando lugar a una monocapa orgánica, sobre la 
cual es posible realizar modificaciones dirigidas hacia la mejora de la biocompatibilidad 
de la superficie del implante 
El tratamiento químico de la superficie del implante se basa en la aplicación de 
fosfonatos, este es un derivado de un aminoácido por lo que presumimos una alta 
biocompatibilidad  así como una elevada reactividad de la molécula frente al Ti 
consiguiendo una monocapa estable físico-químicamente lo cual favorecerá la adhesión 
de cualquier  proteína. 
En este trabajo se propone la modificación de superficies de óxido de titanio mediante la 
utilización de monocapa orgánicas ensambladas de ácido fosfónico. Este tipo de 
moléculas pueden formar enlaces estables con óxidos metálicos pasivados, tales como 
Al2O3, SnO2, [61] ,dando lugar una monocapa orgánica sobre la cual es posible realizar 
modificaciones dirigidas hacia la mejora de la estabilidad físico-química del implante, 
adhesión celular o biocompatibilidad, factores que son cruciales en la aceptación del 
implante por parte del tejido circundante. Obviamente dependiendo de la localización del 
implante es necesario realizar distintas modificaciones dirigidas a optimizar las 
interacciones entre el implante y el tejido. Por ello en este trabajo nos hemos propuesto 
realizar dos modificaciones dirigidas hacia la mejora de la osteointegración. 
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3.4.3 DISEÑO MACROSCÓPICO Y DIMENSIONAL DEL IMPLANTE 
El diseño del implante es importante desde el punto de vista de la transmisión de cargas 
en el proceso de remodelado y estabilización del hueso receptor. Que esta repartición de 
cargas sea óptima se traduce en que se podrán alcanzar con éxito los objetivos de 
mantener la osteointegración a largo plazo. 
Es fundamental para la osteointegración del implante la obtención de su estabilidad 
primaria, sin embargo, el diseño macroscópico del implante influye en la predicción de 
cómo se consigue la osteointegración y cómo se mantiene ésta a lo largo del tiempo, 
soportando cargas funcionales. 
Los implantes de tipo roscado que en el pasado se alternaron con los impactados son los 
preferidos en la implantología dental actual ya que, comparando con los implantes 
impactados de tipo cilíndrico, ofrecen dos ventajas principales: 
1 Las roscas del implante mejoran la estabilidad primaria, la cual es fundamental 
para evitar micromovimientos indeseables del implante hasta que se consigue la 
osteointegración. Esto es importante sobre todo para los implantes no sumergidos 
o en áreas donde la densidad ósea es baja. 
2 Las roscas del implante parecen tener un papel importante en la transferencia de 
cargas oclusales desde el implante hacia el hueso circundante. 
En cuanto al diseño, no sólo influye la forma general del implante, sino también su 
diámetro, su longitud, así como el paso y la altura de la rosca. Todo ello permite al 
cirujano adaptarse de la mejor forma a la situación clínica en concreto. 
El diseño del implante y las condiciones de la superficie afectan a la dinámica de la 
osteointegración .En el diseño de la interfase hueso-implante se presentan las siguientes 
cuatro fases diferenciadas: 
1. Integración quirúrgica 
2. Dinámica de curación  
3. Periodo de carga precoz  
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4. Periodo de carga tardía 
El conjunto global del diseño del implante y el estado de la superficie influyen en estos 
cuatro procesos, a menudo como factores independientes. En la siguiente Tabla  2 se 
muestran estudios en los que se han evaluado el papel del diseño del implante y las 
condicionantes superficiales en la interfase hueso-implante. 
FASES SUPERFICIE DEL 
IMPLANTE FRENTE 
AL DISEÑO 
AUTORES HALLAZGOS DISEÑO 
EXPERIMENTAL 
1.Integración 
quirúrgica 
Condición de la 
superficie 
Shalabi y 
cols[62] 
Valores de torque de 
extracción mayores 
para superficie 
rugosa(76,6 
N/cm)frente a 
superficie 
lisa(50,2N/cm) 
Se evaluaron los 
implantes con 
superficies grabadas o 
lisas después de la 
inserción quirúrgica en 
cóndilos femoral de 
cabras. 
 Diseño del implante O’ Sullivan y 
cols[63] 
En la tibia los 
valores de la 
frecuencia de 
resonancia eran 
mayores para 
implantes cónicos 
de grado I (8.131 
Hz)en comparación 
con los control(7.782 
Hz) 
Implantes 
experimentales 
(cónicos de grado 1 o 
2)fueron comparados 
con implante 
Branemark estándar, 
los implantes fueron 
evaluados después de 
la inserción quirúrgica 
en la tibia y fémures 
de conejos 
2.dinámica 
de curación  
Forma de la rosca Steigenga y 
cols[64] 
Los implantes de 
rosca cuadrada 
tienen mayor CHI 
(74,37%)en 
comparación con los 
de forma en 
V(65,46)y los 
roscados de 
Los implantes se 
colocan en las tibias 
de conejos y se 
evalúan después de 
un periodo de 
curación de 12 meses. 
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FASES SUPERFICIE DEL 
IMPLANTE FRENTE 
AL DISEÑO 
AUTORES HALLAZGOS DISEÑO 
EXPERIMENTAL 
contrafuerte 
inverso(63,05) 
 Condiciones de la 
superficie 
Hermann y 
cols[65] 
No cambios 
significativos en la 
pérdida ósea crestal 
en implantes de 
superficie rugosa, 
sin embargo 
implantes con 
cuellos lisos 1,5mm 
por debajo de la 
cresta provocaron 
pérdidas de 1,7mm 
el primer mes. 
Se colocaron 
implantes en 
mandíbula de perros y 
se evaluaron a 
intervalos mensuales 
hasta 6meses. Se 
emplearon seis 
combinaciones de 
superficies lisas y 
rugosas, sin embargo 
se presentaron datos 
de dos grupos 
solamente. 
3.periodo de 
carga precoz 
Condicionantes de 
superficie 
Degidi y 
cols[66] 
Los implantes 
cargados 
inmediatamente 
presentaron altos 
valores de CIH. 
(Promedio 80,6%) 
Implantes cargados 
inmediatamente (dos 
recubiertos HA y uno 
chorreado de 
partículas) fueron 
recuperados a los 6 
meses de periodo de 
carga. 
 Diseño del implante Degidi y 
cols.[67] 
La pérdida ósea 
vertical mayor en 
implantes cilíndricos  
Se recuperaron de 
pacientes once 
implantes sometidos a 
carga inmediata 
después de un 
periodo de carga entre 
10 y 11 meses. 
4.periodo de 
carga tardío 
Diseño del implante  Jeffcoat y 
cols.[68] 
Los implantes de HA 
cilíndricos mostraron 
la mayor tasa de 
Se insertaron 
implantes cilíndricos y 
roscados recubiertos 
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FASES SUPERFICIE DEL 
IMPLANTE FRENTE 
AL DISEÑO 
AUTORES HALLAZGOS DISEÑO 
EXPERIMENTAL 
éxito a los 5 años 
después de la 
restauración (99%) 
seguidos de los 
implantes de HA 
roscados (97,9%) 
de HA, así como 
implantes de titanio 
roscados entre 
agujeros mentonianos 
de 120 pacientes 
edéntulos, se fijaron 
prótesis no antes de 3 
meses y revisiones 
hasta 60 meses. 
Tabla  2: Estudios influencia diseño y topografía superficial en la osteointegración. 
Steigenga y cols [64]compararon tres formas de rosca, los pasos en forma de V y de 
contrafuerte invertido  tenían porcentaje de contacto hueso-implante y valores de torque 
de desinserción similares. Los implantes de paso cuadrado tenían mayor contacto y 
valores de torque. 
El estado de la superficie por si solo puede influir también disminuyendo la anchura 
biológica, que produce pérdida ósea marginal cuando el implante se extiende por los 
tejidos mucosos. Hermann y cols [65] en su estudio concluyen que las superficies 
rugosas mejoran el contacto hueso-implante inicial durante el proceso de curación inicial 
y disminuyen la pérdida ósea marginal. 
El diseño también influye en el periodo inicial de carga del mismo. Los implantes 
cilíndricos de superficie lisa no responden favorablemente a la carga oclusal. Por otra 
parte, los implantes roscados de superficie lisa tienen éxito a la carga inicial, sobre todo 
en buen tipo de hueso. El diseño del implante es el factor más importante en la carga 
tardía del mismo, entendiéndose por carga tardía las cargas a partir de 3 y 5 meses de 
colocación de los implantes. 
Una vez que el implante se inserta en el hueso se inicia una cascada de acontecimientos 
biológicos. Al principio se produce la osteoconducción, que implica el reclutamiento y la 
migración de células osteogénicas a la superficie del implante. En segundo lugar se 
produce la formación de hueso nuevo que causa la formación de una matriz interfacial 
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mineralizada seguida de un proceso de remodelación del hueso. Este fenómeno puede 
estar bajo la influencia de la microtopografía de la superficie.[65] 
Sin embargo es importante subrayar que el estado superficial del implante no es el único 
requisito exigido para asegurar un anclaje duradero del implante. El material del implante, 
el estado del hueso, la técnica quirúrgica, la calidad superficial, el diseño del implante y 
las condiciones de carga del implante están relacionadas con el éxito a largo plazo de la 
interfase directa hueso-implante. 
3.5 ESTRUCTURA Y COMPOSICIÓN DE LA INTERFASE HUESO-
IMPLANTE: HUMECTABILIDAD SUPERFICIAL. 
Una interfase hueso implante se define como la conexión física entre dos sistemas 
independientes, en este caso la superficie preparada del implante dental y el tejido 
circundante, en este caso hueso que sea capaz de soportar las cargas funcionales. 
Si consideramos ultraestructuralmente la interfase hueso-implante debemos referirnos al 
concepto de biointegración, que es la unión bioquímica directa entre el hueso vivo y la 
superficie del implante dental, demostrable a través de microscopía electrónica, 
independientemente de cualquier otro mecanismo mecánico de interunión. Así, el espacio 
existente entre el tejido óseo mineralizado y la capa de plasma de titanio del implante no 
es mayor de 10 Á y aparece lleno de una matriz, que son los proteoglicanos [69], que es 
una red de colágeno que rodea a los osteocitos y se inserta en la capa de glucoproteínas, 
que se fusiona con la capa de óxido de titanio. Se cree que el óxido de titanio del 
implante dental induce la formación de glucosaminoglucanos sulfatados[70]. Las 
trabéculas óseas crecen acercándose al implante y contactando con la capa de plasma. 
Por ellas llegan los vasos que aportan nutrición, elementos celulares para la 
remodelación y todos ellos rodean el implante; los fibroblastos y osteoblastos aumentan 
su número y al acercarse al implante se unen a la capa de óxido del mismo formando la 
sustancia fundamental que llena los espacios trabeculares y se fusiona con la capa de 
óxido de titanio. Por tanto, y en contra de lo que se creía hasta hace unos años, la 
interfase implante-tejidos orales es una zona dinámica sometida a una intensa actividad 
remodeladora por parte de las células óseas y de la matriz extracelular, donde la 
superficie de los implantes juega un papel decisivo en la neoformación ósea.[71].  
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Entre las propiedades físico-químicas de las superficies de los implantes que se ha 
determinado que afecta a la respuesta se encuentra la humectabilidad del implante, de la 
que puede haber dos posibilidades: 
• hidrofobicidad 
• hidrofilicidad 
Este concepto está directamente relacionado con la energía superficial, la rugosidad, la 
textura, la composición química, la carga superficial y la morfología. La energía superficial 
es uno de los factores más importantes en lo que respecta a la adhesión y proliferación 
celular, sin embargo tiene menor influencia en la orientación celular, puede influenciar en 
la absorción y la modificación estructural de las proteínas en contacto con el material 
implantado, también, va a ser un factor importante en la adhesión celular, por ello las 
superficies cargadas positivamente tienen contactos muy estrechos con las células 
adyacentes que difícilmente se consigue distinguir la membrana celular del substrato, 
mientras que en superficies cargadas negativamente se consigue diferenciar contactos 
focales entre las células y el substrato. 
Existe una relación directa entre la rugosidad de la superficie del implante y la energía 
superficial del mismo en cualquier material, así la carga iónica de la energía superficial 
del material se incrementa significativamente en función de la cantidad de rugosidad del 
mismo, aunque hay una variación del componente básico y es que disminuye la adhesión 
celular, que también tiene una relación íntima con el grado de rugosidad del implante y 
otro componente básico como es la a hidrofobicidad de estos materiales 
En términos de orientación celular, factores como la textura, la morfología y la rugosidad 
juegan un papel muy relevante. Sin embargo, la orientación celular, a su vez, puede 
afectar a la diferenciación celular y la rugosidad puede modificar la correlación entre 
energía superficial y proliferación celular. Aun no se ha logrado establecer reglas 
generales, ya que la respuesta celular depende del fenotipo celular, fibroblastos, 
osteoblastos etc. Y también depende de la absorción de proteínas y su conformación en 
la superficie. 
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Todos estos procesos a los que nos estamos refiriendo han sido descritos por autores 
como Kanagaraja y cols [72], esta serie de eventos que suceden al colocar un biomaterial 
dentro del cuerpo humano, tienen diferentes variables y hay que tener en cuenta las 
propiedades de los biofluidos, de la superficie del implante y de la escala del tiempo 
seleccionada. Este estudio observó que las primeras biomoléculas que alcanzan la 
superficie del implante, son las moléculas de agua, lo cual ocurre en nanosegundos, 
estas moléculas de agua se adhieren a la superficie formando una monocapa o una 
bicapa, cuya estructura es diferente a la del agua líquida, ya que el agua interacciona de 
manera diferente con las diferentes superficies de los implantes dentales de acuerdo a 
las propiedades de humectabilidad de estas; en una superficie hidrofílica las moléculas 
de agua pueden disociarse formando una superficie terminada en grupos OH- o bien se 
adhieren fuertemente en forma de H2O. 
Existen dos tipos de interfase descritas entre el hueso y los implantes de titanio; la 
interfase perimucosal entre implante y tejido blando y la interfase endoósea en la que el 
hueso alveolar contacta con el implante. Para la obtención de esta última interfase se han 
tenido que producir varios procesos desde que la superficie del implante entra en 
contacto con el tejido óseo hasta que se produce esta interfase. 
Como hemos descrito anteriormente cuando se coloca un implante, su primer encuentro 
con el bioambiente está totalmente caracterizado por el contacto con moléculas de agua. 
Estas ligan rápidamente la superficie y se colocan específicamente en función del número 
atómico de las componentes de la misma, cuando las superficies son muy reactivas, las 
moléculas de H2O pueden formar una superficie hidroxilada (terminaciones OH-). En un 
segundo tipo de superficie liga igualmente las moléculas de H2O fuertemente, pero aún 
son moléculas no disociadas. Ambas superficies tanto las del componente OH- como las 
que ligan fuertemente el H2O son hidrofílica, y por tanto superficies humectables. En un 
tercer tipo de superficie, el enlace H2O - superficie del implante es más débil, este es el 
tipo de superficie no humectable o hidrofóbica. 
Los conceptos de hidrofobicidad y hidrofilicidad son directamente relacionados con la 
fuerzas de enlace del agua a la superficie del implante a una escala molecular, que 
sucesivamente es reflejada en el ángulo de contacto que se forma entre dichas 
superficies y las gotas de agua. 
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Cuando el revestimiento de agua se ha formado en nanosegundos, los  iones Cl- y Na+, 
entran en la capa intermedia y son incorporadas en el revestimiento de agua como iones 
hidratos. El orden especifico de estos iones, y su cáscara de agua, está influenciada por 
las propiedades de la superficie del implante. 
Aún más, estas moléculas que están en el biolíquido circundante al implante alcanzan la 
superficie del mismo y entran en una compleja serie de eventos entre los que se incluye 
incluso la adsorción. Los cambios que se producen como puede ser la desnaturización 
y/o reposición del llamado “efecto Vroman”, que se produce cuando las proteínas más 
pequeñas son con el tiempo remplazadas por proteínas más grandes, para que este 
efecto se produzca deben de existir muchas proteínas diferentes en el ilíquido, por tanto 
la composición de la capa proteica formada será una mezcla de las proteínas que llegan 
precozmente y aquellas que llegan después, pero que tienen un enlace más fuerte con la 
superficie del implante. Así, la mezcla de proteínas inicial en la superficie del implante y 
las que se une en el estado conformación serán diferentes dependiendo de la estructura 
original de la superficie del implante. 
En superficies con características muy hidrofilicas, es más probable que los enlaces 
proteico liguen a la superficie del implante en el entramado agua proteínas, mientras que 
en superficies muy hidrofóbicas las proteínas producen enlaces con sus segmentos 
hidrofóbicos en contacto más íntimo a la superficie del implante sin intervención de las 
moléculas de agua. 
Cuando la capa de proteínas se ha formado, probablemente nunca totalmente estática 
sino que cambia lentamente en composición y estado, desde la parte exterior del 
biolíquido, las células aparecen en el escenario. Son agregados biológicos de 100 a 
10.000 veces más largas que las proteínas normales y enormemente más complejas que 
las proteínas en estructura y función. Estos elementos celulares interactúan con la 
superficie del implante cubierta de proteínas, a través de extensiones celulares, que 
sobresalen de la membrana celular mediante unos receptores de membrana específicos 
denominados proteínas-receptor. 
La especificidad de la interacción entre la superficie del implante y las proteínas se 
encuentra caracterizada en menor parte de que está compuesta la capa proteica y 
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también de cómo está organizada, y esto depende de cómo la superficie del implante liga 
el agua, los iones, y las diferentes biomoléculas con las que entra en contacto. 
Otro importante mecanismo por el cual la superficie del implante puede afectar a las 
células, y consecuentemente al tejido que se va a formar, es si la superficie suelta iones o 
moléculas que estaban en contacto con la superficie del implante y estos elementos 
pueden penetrar a través de la membrana celular y así activar los receptores celulares. 
Estos estímulos que pueden ser de naturaleza inorgánica como es el caso de los iones 
Ca+ Y P+, o más complejas, como sería el caso de moléculas orgánicas, como pueden 
ser hormones de crecimiento o enzimas. Los estímulos no tienen por qué ser todos 
positivos, existiendo una serie de ellos que pueden ser negativos como son la corrosión 
producida en la superficie del implante y que puede ser de naturaleza alergénica. 
Otro factor importante es que las interacciones proteínas–superficie del implante y las 
interacciones células–superficie del implante son influenciadas por la microtopografía de 
la superficie del mismo. Por ello superficies de implantes con curvaturas, protrusiones, 
picos, cavidades, que tienen medidas y radios comparables con aquellos de entidades 
biológicas que llegan al sitio, como pueden ser el de las proteínas con rangos entre 1-10 
nm y de células con rangos entre 1-100 µm, son positivos. 
En la cicatrización periimplantar la población celular osteogénica proviene de la médula 
ósea incluyendo pericitos vasculares, células del estroma, células mesenquimales 
indiferenciadas, y en menor grado, osteocitos y osteoblastos que pueden migrar desde la 
nueva superficie ósea. La población celular osteogénica migra a través del andamio 
temporal creado por el extravasado y la sangre coagulada. 
La cicatrización endoósea consta de tres fases:  
• la osteoconducción 
• la formación de hueso de novo 
• la remodelación ósea. 
81   Introducción
  
 
 
 El primero de estos 3 fenómenos denominado osteoconducción incluye la migración de 
células pluripotenciales osteogénicas al sito de la formación de la futura matriz que es la 
superficie del implante. 
El segundo punto que es la formación de hueso de novo en la superficie del implante es 
la denominada osteogénesis de contacto. La hemorragia causada por los procedimientos 
de la colocación del implante produce una formación de coagulo de sangre o hematoma 
que comprende a estirpes celulares específicas que predominantemente son eritrocitos y 
plaquetas. 
Normalmente el coagulo sanguíneo dura pocos días pero puede llegar  superar las dos 
semanas. Sucesivamente a este se desarrolla el coagulo de fibrina. Además de la 
formación del coagulo, dos mecanismos posteriores contribuyen a la hemostasis. El 
primero, la vasoconstricción a nivel del punto de ruptura de los vasos que limita la 
cantidad de sangre que fluye al tejido traumatizado. 
El segundo, la retracción del coagulo que condensa el tapón y produce una hemostasis y 
reduce el sitio de la herida quirúrgica. La retracción es causada por la acción de las 
fuerzas de tracción debidas a las plaquetas activadas presentes en la condensación de la 
fibrina en el coágulo. 
Estos estadios precoces pueden tener mucha importancia en la cicatrización 
periimplantaria por 3 motivos. Primero, hay que considerar que los componentes 
orgánicos que interactúan con el material implantado son las proteínas y otras 
macromoléculas más bien que células. Las células que sucesivamente interactuarán con 
la capa de proteínas que se han adherido a la superficie del implante, más que con la 
superficie directamente. Segundo, se ha demostrado que la liberación de citokinas y 
factores de crecimiento desde la plaquetas degranuladas en el coagulo sanguíneo tiene 
un afecto estimulante sobre la regeneración de fractura ósea. Tercero, el tipo de 
superficie del implante podría tener un importante efecto en los estadios precoces de las 
reacciones de las células sanguíneas. Kanagaraja et al, Malmbeng et al, Hong et 
al[72][73][74], demostraron que la rugosidad del substrato influencia el número, el grado 
de activación, de las plaquetas, y la aglomeración de células rojas de la sangre es una 
función de la topografía de la superficie del substrato. 
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En el hueso el daño infligido por la osteotomía provoca en la parte final de los canales de 
Volkmann el cese de la circulación. Los fragmentos rotos y la pérdida de la 
vascularización causan isquemia y necrosis de la zona. La necrosis es causada por la 
pérdida de oxigeno que se remedia mediante los osteocitos. La necrosis es un complejo 
fenómeno que consta de mecanismos de feedback, de entre los muchos de factores que 
producen una serie de señales están los mitogénicos y los quimioatractivos. Toda esta 
cascada de factores es el preludio a la demolición del coagulo por los leucocitos. La 
diapédesis de los leucocitos en el coagulo de los vasos capilares terminales está causado 
por factores que se liberan en la adhesión de las células inflamatorias a las células 
endoteliales, entre ellos están los leucotrienos y factores quimiotácticos como son el 
PDGF y el TGF-ß. Muchos de estos factores son liberados por las plaquetas activadas y 
las células endoteliales así como los mismos leucocitos. 
Inicialmente los neutrófilos son más numerosos que los macrófagos pero  en poco tiempo 
los macrófagos predominan en la zona de lesión. Estos dos tipos de células son 
inicialmente envueltos por el coagulo y colaboran en la demolición del tejido necrótico a 
través de los dos mecanismos de la digestión fagocítica tanto intracelular como 
extracelular. Igualmente los macrófagos pueden tener un importante papel en el 
desarrollo de la interfase.[66] 
Por otra parte, y a pesar de que es ampliamente aceptado el fenómeno de la 
biocompatiblidad del titanio, para obtener una adecuada respuesta in vitro desde el 
comienzo hasta los últimos estados de maduración del tejido óseo no se ha estudiado la 
influencia que tiene este material sobre el comportamiento osteoblástico que se producen 
debido a los cambios en la composición química superficial inducidos por el tratamiento 
superficial a que son sometidos en su proceso de producción. Este hecho que puede ser 
altamente relevante (Figura 4), sobre todo teniendo en cuenta la especial influencia que 
puede tener el tipo de “contaminación” inducido en su preparación sobre las células 
individuales en el sitio de la implantación, ya que los restos de las partículas en muchos 
casos son del orden del tamaño de una célula. 
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Figura 4: Factores que regulan la osteointegración del implante.  
3.6 BIOACTIVACIÓN DE LA SUPERFICIE DE LOS IMPLANTES 
MEDIANTE TRATAMIENTO CON PROTEÍNA 
MORFOGENÉTICA ÓSEA (BMP). 
Los estudios realizados con cultivos de células muestran que las diferentes superficies 
del implante modifican en diferentes grados la expresión fenotípica de los osteoblastos, y 
sugieren que el comportamiento biológico y biomecánico se puede explicar posiblemente 
por procesos celulares modulados por la superficie del implante dental. La capacidad 
osteoconductiva de una superficie también puede estar gobernada por su habilidad para 
retener el coágulo adherente de fibrina. Cochran y cols. en 1998 [35][54] demuestran que 
la textura superficial puede ser utilizada para guiar una inserción celular específica en los 
implantes dentales. 
Se han investigado diversas posibilidades para incrementar la cantidad de hueso 
alrededor del implante. Las más estudiada se basa en conceptos de conducción, 
mediante la utilización de biomateriales en una forma pasiva para facilitar el crecimiento o 
la capacidad regenerativa del tejido existente. Este principio es la base de la 
regeneración ósea guiada( ROG). La ROG se basa en el uso de elementos de barrera 
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(membranas), que mantienen el espacio y evitan el crecimiento de células epiteliales a la 
zona periimplantaria donde se quiere aumentar la cantidad de tejido óseo. Este concepto 
de ROG surge de los principios básicos de regeneración tisular guiada (RTG), que 
consiste en la exclusión del epitelio y el tejido conjuntivo de la región de la herida, 
interponiendo una membrana no reabsorbible o reabsorbible entre el colgajo y la apófisis 
alveolar. Esto permite la cicatrización del tejido blando y se protege al coágulo de fibrina 
que aparece, permitiendo una neoformación de cemento radicular, hueso alveolar y fibras 
del ligamento periodontal con una orientación funcional he insertadas entre el cemento 
radicular y hueso alveolar. La RTG, usada para reparar defectos óseos creados durante 
la inserción del implante, llamada regeneración ósea guiada (ROG), ha logrado muy 
buenos resultados. La eficacia de esta técnica para producir nuevo hueso en áreas 
edéntulas con deficiente o irregular hueso alveolar previamente a la inserción del 
implante o durante la inserción del mismo es utilizada rutinariamente en las consultas 
donde se practica la cirugía oral. Otras investigaciones no empleadas clínicamente se 
basan en la inducción, mediante el empleo de factores de crecimiento y hormonas, como 
la utilización de hormona del crecimiento, melatonina con un éxito todavía escaso.[75] 
La conclusión, en cualquier caso, es que la superficie del material implantado regula la 
respuesta biológica y, en última instancia la calidad de la osteointegración. Las 
propiedades físicas, químicas y topográficas de la superficie intervienen de forma 
decisiva en los procesos biológicos (interacción proteica y celular) intentándose aumentar  
la velocidad y la calidad de la respuesta del tejido óseo. La inmovilización de factores de 
crecimiento, como es la proteína morfogenética ósea de tipo II, a la superficie de los 
implantes provocará la activación de células en la proximidad del defecto por medio de 
una señalización biológica específica. l 
A lo largo de los años ha evolucionado el concepto de aplicar proteínas morfogenéticas 
óseas (BMP: Bone Morphogenetic Proteins) en las superficies de titanio para mejorar la 
formación local de hueso y la osteointegración. 
Las BMPs son sustancias osteoinductoras que intervienen en el proceso de reparación 
de fracturas óseas. Los avances en biología molecular ha permitido la síntesis de rhBMP-
2, cuya función es activar los procesos de diferenciación de las células osteoprogenitoras 
en osteoblastos y así potenciar la deposición de calcio.  
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La historia de las BMPs comenzó en 1889 con las investigaciones del cirujano americano 
Senn, que utilizaba implantes óseos desmineralizados en la cirugía ósea restauradora. A 
mediados de la década de los sesenta, el profesor M.R. Urist, de la Universidad de 
California en Los Ángeles, descubrió que los huesos alógenos desmineralizados 
implantados entre el músculo formaban hueso nuevo. En 1973, este investigador y su 
equipo lograron extraer del tejido óseo una mezcla proteica heterogénea con propiedades 
para formar hueso en partes blandas, y que recibió el nombre de "proteína morfogenética 
ósea". Cien años después de los estudios de Senn, Wang y cols. aislaron, mediante la 
extracción química de matriz ósea bovina, una fracción proteica altamente inductiva con 
un peso molecular de 30.000 Da. Tras la secuenciación enzimática, Wozney y cols. 
lograron clonar las proteínas de la BMP-1 a la BMP-14.[76][77][78][79][80][81][82]  
Hasta la fecha se han aislado y clonado más de 40 BMPs de diferentes tejidos. Las 
proteínas de la BMP-1 a la BMP-7 están presentes en los tejidos óseos humanos, y las 
encuadradas en el intervalo de la BMP-2 a la BMP-7 tienen propiedades osteoinductivas. 
Aproximadamente, existe un microgramo de cualquiera de estas proteínas por kilogramo 
de tejido óseo. 
Las BMPs son proteínas formadas por dos cadenas polipeptídicas idénticas. Tras la 
disociación de las correspondientes secuencias de propéptidos se produce la proteína 
biológicamente activa. Con excepción de la BMP-1, que es idéntica a la proteinasa del 
procolágeno C. Todas las BMPs presentan restos de cisteína en su extremo C7 terminal 
y, en consecuencia, se engloban en la familia de proteínas del factor de crecimiento 
transformante-beta (TGF-ß). Entre los miembros de esta amplia familia, emparentados 
con las BMPs, se encuentran, entre otros, la activina y la inhibina. En la familia BMP 
también se incluyen los llamados factores de crecimiento/diferenciación (growth 
differentiation factor, GDF). La BMP-12 y la BMP-13 representan el homólogo humano del 
GDF-7 y GDF-6 de rata, respectivamente. Éstos están emparentados con el GDF-5 
(BMP-14), que colabora en el desarrollo de cartílago y hueso en las extremidades de la 
rata. En virtud de sus propiedades de formación de cartílago, el GDF-5 y GDF-6 también 
han sido relacionadas con las propiedades derivadas de cartílago 1 y 2 (cartilage derived 
morphogenetic protein, CDMP-1 y CDMP-2).  
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Las proteínas morfogenéticas de hueso, son un grupo de péptidos, que pertenecen a la 
gran familia de los factores de crecimiento transformante-ß (TGF-ß), con excepción de la 
BMP 1. Sin embargo el TGF-ß, es una citoquina cuya acción es únicamente mitogénica, 
puede inducir a las células mesenquimales a convertirse en fibroblastos, importante para 
la reparación de los tejidos blandos, pero no es capaz de formar hueso, pues su función 
primaria es la de inducir las células mesenquimales a mitosis no a cambios 
morfogenéticos .  
La familia de los TGF-ß, dentro de la cual se encuentran las proteínas morfogenéticas de 
hueso, se caracteriza por tener una secuencia de aminoácidos terminal hidrofóbico y 
dominios de variable tamaño. La secuencia terminal es la que se cree que guía al 
precursor hacia un patrón secretorio, el prodominio 3, de la dimerización y la regulación 
de la actividad. El dominio maduro, colocado en el extremo carboxi terminal, contiene de 
110 a 140 aminoácidos con seis residuos de cisteína, que forman tres uniones disulfuro 
con cada unión monomérica, que es la característica invariable de la superfamilia del 
factor de crecimiento transformante ß.  
La estructura cristalina de la BMP-7 ha sido determinada por cristalografía de rayos X y la 
BMP-2 ha sido también estudiada, especialmente las características cambiantes de sus 
epítopes. 
El bajo pH del medio o la proteólisis, activa las distintas actividades de las BMP, lo que se 
denomina pleiotropía y significa que estas citoquinas pueden ser afectadas o 
influenciadas por distintos estímulos, pudiendo actuar de muy diversas maneras, la 
concentración, el pH, lo cual hace todavía muy incierta la utilización clínica y segura de 
ellas. 
La más estudiada es la rhBMP-2, la cual muestra un alto poder morfogenético con 
pequeña actividad mitógena. La BMP-2 actúa; en la embriogénesis localizada en el 
puente ectodérmico apical, con formación de patrones, en la diferenciación celular de 
osteoblastos, adipocitos y condrocitos, puede influenciar la actividad osteoclástica, en la 
diferenciación neuronal, influye en la reparación de los huesos largos, el paladar hendido, 
la fusión de espina bífida, la elevación de seno maxilar. Está localizada en el hueso, el 
hígado, el bazo, el cerebro, el riñón, el corazón y la placenta. 
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El resto de proteínas morfogenéticas han sido identificadas con actividad en diferentes 
tejidos de animales o inhibición adecuado para la regeneración del nuevo tejido. Además, 
deben de reabsorberse a medida que el nuevo tejido se va formando [76]. 
3.6.1.1.1 RECEPTORES DE BMPS Y CÉLULA DIANA. 
Los estudios de Urist [77][78] demostraron que la diferenciación de las células 
mesenquimales pluripotentes son los efectores de las propiedades osteoinductoras de las 
BMPs. En ese proceso de diferenciación, dichas células tienen lugares diana de las 
BMPs, estas están en tejidos blandos, tales como músculo, periostio y tejido blando 
subcutáneo, así como en las células madre de la médula ósea. Las BMPs desarrollan su 
actividad biológica mediante unión a los receptores de superficie de estas células diana. 
Diversos estudios han revelado que los receptores de las TGF-ß y de las BMPs están 
emparentados. Las proteínas se unen a los receptores transmembranales 
serina/treonina/quinasa de Tipo I y Tipo II específicos, que forman complejos 
heterodímeros en las superficies de las membranas de las células diana. Como resultado 
de la fosforilación del complejo proteína-receptor Tipo II, se produce una fosforilación de 
proteínas segundo mensajero específicas, localizadas en el citosol, las llamadas 
proteínas Smad. Éstas constituyen trímeros que, tras su translocación al núcleo, inician la 
transcripción del llamado "gen de respuesta”. Hasta la fecha se conocen cinco proteínas 
Smad citosólicas diferentes en vertebrados. Las Smad 1, Smad 4 y Smad 5 se 
consideran los marcadores intracelulares esenciales de las BMPs para la formación de 
heterodímeros o heterotrímeros. 
A. RECEPTORES 
Las BMPs se unen a receptores heteroméricos tipo I y II, son receptores transmembrana 
serina/treonina quinasa. 
• RECEPTORES I BMP 
a. Activin receptor tipo Ia Act RIa o Alk2 
b. BMP receptor tipo I BRIa o Alk3 
c. BMP receptor tipo I b BRIb o Alk 6  
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• RECEPTORES II BMP 
a. BMP receptor tipo II BRII 
b. Activin receptor tipo II A Act RII A 
c. Activin receptor tipo IIB Act RII B 
• EL RECEPTOR CONTIENE UN DOMINIO EXTRACELULAR DE UNIÓN AL 
LIGANDO Y UNO INTRACELULAR SERINA/TREONINA QUINASA 
TIPO I lleva 2 motivos adicionales. 
• Una región glicina/rica en serina que precede al dominio quinasa(GS-box) 
• -Región corta de 8 aminoácidos denominado L45 bucles dentro del dominio 
quinasa  
TIPO II receptor quinasa activo. 
• Activación del receptor quinasa tipo I requiere de la unión del ligando, 
oligomerización ligando-receptor y la transfosforilación de su GS-box a través del 
receptor tipo II. 
Los receptores son altamente homólogos y puede activar tanto la señalización 
Smad y no Smad. Sin embargo, no son redundantes, sino que tienen funciones 
muy específicas durante la embriogénesis y en el adulto. 
• BRIb por ejemplo desencadena la diferenciación de células mesenquimales 
precursoras en osteoblastos, mientras BRIa hace que el mismo tipo de célula 
tenga diferenciación adipogénica  
BRII se expresa en dos variantes, conocido como forma corta (SF) y la forma 
larga (LF). La forma larga contiene una larga cola C-terminal después de su 
dominio quinasa. La región de la cola es única entre los receptores de la 
superfamilia TGFb y se piensa que determina la especificidad de señalización 
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BMP, complejidad, y la intensidad al permitir interacciones con proteínas 
adaptadoras múltiples [77]. 
 
 
Figura 5: Receptores de BMP. BRI (izquierda) y BRII (derecha) son de manera positiva (+) y 
negativo (-) regulado por muchos diferentes co-receptores. Se trata  de GPI-ancladas, tienen 
partes citosólicas muy cortos o son receptores tirosina kinasa (RTK, 3). En el lado 
intracelular de los receptores de interactuar con las proteínas que contribuyen a la 
regulación del receptor y de ajuste fino o progresión de la señalización de los receptores. 
 
 
B. LIGANDO-RECEPTOR OLIGOMERIZACION Y SEÑALIZACIÓN. 
Los ligandos se unen a los receptores BMP tipo I y tipo II con diferentes afinidades. Por 
ejemplo BMP2 y BMP4 muestran afinidad alta para el tipo I receptores BRIa y BRIb, y 
una afinidad relativamente reducida para el receptor de tipo II BRII. BMP7, sin embargo, 
se une preferentemente a la de tipo II y receptores ActRIIA ActRIIB, mientras que su 
afinidad para el tipo I receptores es menos pronunciada. Estas diferencias causan en los 
receptores correspondientes que se oligomeriza en una manera muy específica, que 
posteriormente se traduce en la activación de distintas cascadas de señalización. 
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Sin embargo la oligomerización ligando receptor no solo depende  de la afinidad ligando-
receptor, sino de los niveles de ligando-receptor, co-factores así como de la presencia o 
ausencia de complejos preformados de los receptores en la superficie celular. Esta es la 
causa de la gran e inmensa diversidad de señales de BMPs[79]. 
Varios estudios demuestran que las BMP pueden activar distintas vías de señalización a 
través de complejos de receptores diferentes. BMP2 pueden oligomerizar el complejo de 
señalización en al menos dos maneras diferentes. BMP2 puede unirse a su receptor de 
alta afinidad BRIA, en la que BRII es reclutado por el complejo o se puede unir a un 
complejo preformado (PFC) de BRIa y BRII. El modo de oligomerización anterior se 
denomina BMP señalización inducida complejo (BISC) y los resultados es la activación de 
la no-Smad vías, por ejemplo activada por mitógenos proteína quinasa (MAPK) de 
señalización. PFC oligomerización desencadena Clathrin dependiente de la 
internalización e inicia la vía Smad (Figura 6). 
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Figura 6: Las cascadas de señalización BMP2. (A) de señalización a través de la 
señalización inducida por BMP-complejo (BISC). BMP2 se une a su tipo de receptor de alta 
afinidad que (BRI) sobre la cual el receptor de tipo II (BMRII) ha sido contratado en el 
complejo. Este modo de oligomerización resultados en caveolae dependiente de la 
internalización y la activación de la no-Smad vías. (B) de señalización a través de 
preformado complejo (PFC). BMP2 se une a un PFC de receptores tipo I y tipo II, que apunta 
a la internalización Clathrin-dependiente en endosomas. Esta ruta de señalización se 
requiere para la progresión de la vía Smad. 
92   Introducción
  
 
 
Estos datos demuestran claramente la versatilidad de la señalización de BMP, y sugieren 
que la activación de vías distintas depende en gran medida la disponibilidad de 
receptores específicos y sus complejos en la superficie celular. 
3.6.1.1.2 REGULACIÓN DE LAS BMPS. 
Reddi [80] ha estudiado a fondo los genes y proteínas reguladoras que actúan 
modulando la actividad de las BMP. Un regulador candidato es el complejo de genes 
reguladores de los vertebrados, los Hox/Hom, los cuales juegan un papel esencial en 
comandar las señales que orquestan la expresión fenotípica, formación tisular y 
localización de un tejido específico. Ellos son los responsables de que un brazo, sea 
izquierdo, a su vez sea largo, tenga el número exacto de huesos, tejidos blandos y se 
forme donde debe ser. Además se ha encontrado la relación con los genes hedgehog o 
shh que se interrelacionan con FGF y tejidos tanto ectodérmicos como mesodérmicos en 
el embrión, para la formación de los tejidos, en íntima relación con las BMP. 
Los antagonistas específicos de las BMP, son péptidos extracelulares que compiten con 
los mismos receptores de estas BMP modulando su actividad, se llaman noggin, chordin 
y miembros de la familia DAN. Las acciones biológicas de las BMP, son mediadas por 
receptores específicos en la membrana celular, que son del tipo serina/treonina cinasas, 
las cuales fosforilan proteínas intracitosólicas llamadas Smads, activándolas y así 
enviando las señales hacia el núcleo a los genes que responden a las BMP [75]. 
3.6.1.1.3 PROTEÍNAS MORFOGENÉTCAS Y OSTEOINTEGRACIÓN. 
La deficiencia de hueso, es el mayor problema que representa la rehabilitación del 
paciente edéntulo, por lo que cualquier estrategia que ayude a aumentar los rebordes 
óseos, calidad ósea, osteointegración, eficacia de la elevación de seno maxilar, previa a 
la colocación de implantes dentales, regeneración de segmentos óseos completos en 
pacientes post-trauma o cirugía oncológica, va a ser de ayuda incuestionable. 
La importancia de estas técnicas en osteointegración estriba, en que el paciente cada vez 
quiere ser rehabilitado en menos tiempo. Branemark estableció en su protocolo 
original[2], normas de espera para la cicatrización ósea en diferentes localizaciones del 
maxilar y mandíbula, que oscilan entre seis y cuatro meses. Si se pueden manipular, los 
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tiempos de reparación ósea y calidad del hueso resultante, favoreciendo una 
osteointegración temprana, esto equivale a poder rehabilitar un implante en menos 
tiempo, lo cual favorece al paciente. Otra ventaja es la de evitar cirugías de injertos de 
tejidos más agresivas como de cresta iliaca con morbilidad del sitio donante y riesgo de 
cirugías con anestesia general.  
3.6.1.1.4 METABOLÍSMO ÓSEO DE BMPS Y OSTEOINTEGRACIÓN.LA 
SEÑALIZACIÓN BMP EN LA FORMACIÓN DE HUESO IN VIVO. 
El ideal es colocar implantes en un lecho óseo adecuado y, que a través de los 
mecanismos de regeneración propios del organismo, se produzca la oseointegración. En 
el hueso, la reparación está dada por una cascada de eventos que involucran, desde la 
formación del coágulo de fibrina posterior a la injuria o trauma, por medio de la cascada 
de coagulación en su vía extrínseca e intrínseca, factores endoteliales, tapón inicial de 
plaquetas, la degranulación del contenido de los gránulos al sitio, con distintos factores 
de crecimiento como factor de crecimiento derivado de plaquetas ácido y básico 
(PDGFaa y PDGFbb), factor de crecimiento transformante ß1 y ß2 (TGF-ß) , factor de 
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y factor de crecimiento epitelial (EGF). Todos 
ellos interaccionan con los diferentes componentes de la matriz extracelular y células 
presentes en el lugar de la lesión para reparar o regenerar la estructura y función del 
tejido original. 
Los factores de crecimiento tienen la característica de ser mitógenos, o sea son capaces 
de estimular a las células a entrar en ciclo celular. En la angiogénesis, proceso 
indispensable en la reparación ósea, los vasos sanguíneos alrededor de la lesión reciben 
la señal de producir enzimas proteasas, que degradan la membrana basal endotelial, y 
bajo el estímulo VEGF y angiopoyetinas 1 y 2, comienzan a formar brotes de nuevas 
células endoteliales, que también son estimuladas por una baja tensión de oxígeno en los 
tejidos dañados. Estos brotes migran hacia el interior de la lesión acompañados de 
fibroblastos, que forman matriz extracelular para el soporte y maduración posterior de los 
capilares [81]. 
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Por tanto, para la regeneración del tejido óseo, debe haber aposición de sustancia 
inorgánica en el sitio de la lesión, lo cual es efectuado por las células encargadas de la 
reparación, remodelación y fisiología del hueso: osteoblastos, osteoclastos y osteocitos. 
Estas células tienen la peculiaridad de ser quiescentes, sólo funcionan bajo determinados 
estímulos y bajo ciertas circunstancias, se mantienen en estado latente y deben ser 
estimuladas para diferenciarse desde células mesenquimales indiferenciadas a la estirpe 
celular. Los monocitos deben ser estimulados a salir del torrente sanguíneo, por la 
quimiotaxis de la multitud de factores presentes en el tejido dañado y diferenciarse en 
osteoclastos. Entonces reciben otras señales para realizar la reabsorción del callo óseo y 
producir hueso maduro con su estructura característica de conductos de Volkman, 
canales haversianos y lagunas de osteocitos. Los osteocitos son células óseas que 
tienen la característica de ser células terminales derivadas de osteoblastos, que 
quedaron atrapados en lagunas dentro de la trabeculación ósea, en el proceso de 
aposición ósea que se produce en los momentos de su formación, han perdido su 
capacidad de entrar en el ciclo celular, pero pueden vivir hasta 10 años y son células 
importantísimas en el mantenimiento de la homeostasis ósea. Desarrollan una 
sensibilidad especial, que permite a las demás células del organismo saber cuándo 
intervenir en el metabolismo óseo [82] 
El mecanismo por el cual se produce la reparación ósea, que se denomina coupling, tiene 
como primera premisa que hay que indicar que no hay regeneración ósea sin capilares. 
Parfait observó, que el esqueleto adulto es llevado a cabo por estructuras anatómicas 
temporales, consistentes en grupos de diferentes tipos de células, los cuales llamó 
Unidades Básicas Multicelulares (BMU), dentro de las cuales, los osteoblastos y los 
osteoclastos mantienen relaciones espaciales, cuya organización lleva a la reposición del 
hueso que ha sido reabsorbido por los osteoclastos.  
La estructura anatómica característica de un BMU, es un vaso capilar, el cual juega el 
papel más importante, ya que es la fuente de las células mesenquimales que se van a 
diferenciar en osteoblastos. Estas células mesenquimales son los pericitos, que 
inicialmente se llamaban células adventicias, estas células son planas estrelladas, 
originadas en la cresta neural, que revisten y soportan los capilares y vénulas, 
compartiendo membranas basales con las células endoteliales. Al diferenciarse en los 
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osteoblastos, es notable su ausencia en los sinusoides. Aunque el origen de las señales 
para la diferenciación del osteoblasto son aditivas, la señal esencial primaria proveniente 
de la alta concentración de factores de crecimiento liberados en el sitio de la lesión, por el 
cemento o resultado de la resorción osteoclástica y las células endoteliales en la matriz 
ósea, son producidas en gran parte por las proteínas morfogenéticas (BMP).[82][83][84] 
Lo importante de este concepto en oseointegración, es que cuando efectuamos una 
osteotomía, para la preparación de un lecho para la inserción de un implante de titanio, y 
requerimos de la aposición ósea, en la cual deben de participar los osteoblastos, ellos no 
van a llegar del periostio, que es donde usualmente se localizan células mesenquimales 
osteoprogenitoras, sino del endostio y médula en un pequeño porcentaje. Pero 
principalmente de la diferenciación de los pericitos de la angiogénesis, por medio de 
proteínas morfogenéticas.[85] 
Considerando que el BMPR-IA, IB y II son específicos de las BMP, ACTR-IA, II A y II B 
también son  receptores de activinas. Estos receptores se expresan diferencialmente en 
diversos tejidos. Tipo I y tipo II receptores BMP son ambos indispensables para la 
transducción de señales. Después de la unión del ligando forman un complejo receptor-
heterotetramérico activado formado por dos pares de tipo I y tipo II complejo receptor 
[77]. El sustrato del tipo I receptor de BMP son una familia de proteínas, las proteínas 
Smad, que juegan un papel central en la transmisión de la señal del receptor de BMP 
para orientar los genes en el núcleo. Un avance significativo se ha logrado en los últimos 
años en la comprensión de los mecanismos de señalización de BMP y en las funciones in 
vivo de ligandos BMP, receptores y moléculas de señalización. 
Las proteínas Smad desempeñan un papel central en la señalización de BMP. Smads 1, 
5 y 8 interactuar directamente con los receptores activados de tipo I BMP, que fosforilan 
el motivo C-terminal de la Smad SSXS de una manera dependiente de ligando.  
Después de la liberación desde el receptor, las proteínas Smad fosforilados formar 
complejos heteroméricos con la proteína relacionada Smad4, que actúa como un socio 
compartido. Este complejo se transloca en el núcleo y participa en la transcripción de 
genes con otros factores de transcripción. Smads 1 y 5 se une directamente al ADN, sin 
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embargo, la afinidad es relativamente baja y la interacción con proteínas específicas de la 
secuencia de ADN es crítica para la formación de una estable de unión al ADN complejo.  
Se ha informado de que Smads 1 y 5 interactuar con el específico óseo, factor de 
transcripción Runx2 y activar la transcripción de genes diana como la COX-2 y colágeno 
tipo X (Col-X) en osteoblastos o condrocitos. 
Las proteínas Hox homeodominio juegan un papel importante en la formación de 
patrones de control del esqueleto de los vertebrados. Se ha demostrado que Smad1 
interacciona directamente con Hoxc8 para activar la transcripción de genes osteopontina, 
que es un gen marcador para los osteoblastos y la diferenciación de condrocitos. En 
contraste, Smad6 con Hoxc8 reprime BMP-2-inducida por la transcripción de genes.  
Smads 1 y 5 son dos proteínas Smad, que se ha demostrado que juegan un papel 
importante en la diferenciación de los osteoblastos en C2C12 células precursoras de 
molestos / osteoblastos y otras líneas celulares osteoblásticas. Además de Smads, BMP 
también activan no Smad vías de señalización tales como, la familia de moléculas 
(MAPK), incluyendo ERK1 / 2 y p38 .Las funciones fisiológicas de las BMP y la 
señalización del receptor de BMP en la formación normal del hueso han sido 
investigados.  
La inyección de BMP-2 localmente sobre la superficie de calotas  de ratones induce la 
formación ósea perióstica sin una fase previa del cartílago. BMPR1a se expresa 
ampliamente en una variedad de tejidos durante el desarrollo y en múltiples tejidos 
adultos. En contraste, la expresión de BMPRIb se limita etapas primarias de células 
mesenquimales y los condrocitos diferenciados. 
La sobre-expresión de un dominio negativo BMPRIb, no inhibe la diferenciación de los 
condrocitos BMPR1a y sobreexpresión de activa Alc-2 que promueve la maduración de 
los condrocitos en el pollo esternal condrocitos.  
La sobre-expresión de un dominio negativo BMPRIb también inhibe la diferenciación de 
los osteoblastos en las células precursoras de los osteoblastos. Estos hallazgos 
demuestran que la señalización del receptor de BMP juega un papel necesario en la 
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diferenciación normal de los condrocitos y los osteoblastos y la formación de hueso 
después del parto.[77][85] 
Los estudios de las mutaciones que ocurren naturalmente de las BMP y sus receptores 
han demostrado que las BMP juegan un papel importante en varias enfermedades 
hereditarias.  
Para determinar el papel de los ligandos, receptores BMP y proteínas de señalización en 
el desarrollo embrionario y en la vida postnatal, se han creado mutaciones en los ligandos 
receptores BMP, y los genes Smad. Los ratones con deficientes de BMP-2 y BMP-4 son 
inviables. Mutaciones en homocigotos BMP-2 provoca la muerte entre el día 7.5 de y 10.5 
con defectos en el desarrollo cardíaco. Mutaciones en embriones homocigotos de BMP-4 
causa la muerte entre 6.5 y 9.5 día y muestran poca o ninguna diferenciación en los 
mesodérmico. [77][79][86] 
Mutaciones en proteínas Smad1 en ratones mueren en 10.5 días debido a que los 
embriones mutantes no se pueda conectar a la placenta. Se presenta un crecimiento 
excesivo de la parte posterior visceral endodermo y ectodermo extraembrionario y el 
mesodermo del corion.  
Eliminar el gen Smad1 específicamente en los osteoblastos (usando Col1-Cre ratones) 
produce una reducción de la masa ósea, lo que demuestra que las BMP endógenas 
regulan la masa ósea a través de Smad1 señalización. Mutaciones en  Smad5 produce la 
muerte del ratón entre 10.5 - 11.5 días debido a defectos en la angiogénesis. 
Las BMP son potentes estimuladores de la formación de hueso. La actividad de BMP se 
controla a diferentes niveles moleculares:  
1) una serie de antagonistas de BMP se unen ligandos BMP e inhiben las funciones 
de BMP,  
2) Smad6 es un miembro de la familia Smad. Se une receptores de tipo I BMP e 
impide la unión y la fosforilación de Smads 1, 5 y 8,  
3) Tob es una proteína anti-proliferativa. Se une selectivamente Smads 1 y 5 e inhibe 
la señalización de BMP en los osteoblastos,  
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4) Smad ubiquitina factor regulador 1 (Smurf1) es una E3ubiquitina ligasa. 
Interacciona con Smad1 y 5 y media de la degradación de estas proteínas Smad. 
Noggin es un polipéptido secretado, que se une e inactiva BMP 2, 4 y 7. Noggin inhibe la 
señalización de BMP mediante el bloqueo de las interfaces moleculares de los epítopos 
de unión para el tipo I y tipo II receptores BMP (Groppe et al., 2002). Esta estructura 
cristalina 3D muestra claramente cómo Noggin inhibe específicamente la BMP-7 y otros 
tales como BMP 2 y 4.  
En conjunto, estos resultados proporcionan evidencias de que la activación endógena de 
señalización BMP aumenta la formación ósea y la regulación de la actividad de BMP en 
la etapa postnatal es necesaria para la formación normal del hueso.  
Smad6 es otro miembro de la familia Smad que desempeña un papel regulador negativo 
de la señalización de BMP con  la unión a receptores tipo I BMP. Smad6 interrumpe la 
fosforilación de Smads 1 y 5  y la posterior con heteromerización Smad4  Expresión de 
Smad6 está regulado por BMP. Estos hallazgos establecer un mecanismo de 
retroalimentación negativa para la regulación de señalización BMP.[87][88] 
Tob es un miembro de una familia nueva de proteína antiproliferativa. Tob inhibe BMP-
inducida, Smad dependiente de transcripción de los osteoblastos a través de su 
asociación con Smads 1 y 5 proteínas.  
Otro importante mecanismo regulador por el cual la actividad de las proteínas de 
señalización BMP es modulada consiste en la degradación mediada por ubiquitina 
proteasoma. Esta vía proteolítica es esencial para diversos procesos biológicos 
importantes, incluyendo la progresión  del ciclo celular, la transcripción de genes, y la 
transducción de señales. La formación de la ubiquitina - conjugados de proteína requiere 
de tres enzimas que participan en una cascada de reacciones de transferencia de 
ubiquitina:  
-ubiquitina-activación de la enzima (E1),  
-la enzima ubiquitina-conjugación (E2),  
-y la ubiquitina ligasa (E3).  
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La especificidad de la ubiquitinación de proteínas es determinada por el E3 ubiquitina 
ligasas, que desempeñan un papel crucial en la definición de especificidad por el sustrato 
y la degradación posterior de las proteínas por proteasomas 26S. Smurf1 fue identificado 
en  ensayos por su capacidad de interactuar con Smads 1 y 5  y en posteriores estudios 
de inmunoprecipitación muestran que Smurf1 tiene una afinidad mucho más alta Smads 6 
y 7. Smurf1 es un miembro de la familia de dominio Hect del E3 ubiquitina ligasas. 
Contienen una cisteína conservado, situado en el terminal carboxilo del dominio Hect, 
que es capaz de formar un enlace thioéster con la ubiquitina. Otro motivo a menudo se 
encuentran en el dominio de la familia del E3 ligasa Hect es el dominio WW, que contiene 
dos triptófanos altamente conservadas y una prolina conservado en una región de ácido 
de aproximadamente 30 aminoácidos. Los dominios WW tienen afinidad a unirse  a 
pequeñas secuencias ricas en prolina, motivos PPXY. Mutaciones de la PY motivo de 
Smads 1 y 5 evitar interactuar con Smurf1 e inhiben la degradación de estas proteínas 
Smad. Smurf1 se encuentra en el núcleo y se exporta a la membrana celular y el 
citoplasma cuando se une Smad6 o 7 e induce la degradación de tipo I TGFβ y 
receptores BMP y Smads 1 y 5. Varias líneas de evidencia sugieren que Smurf1 puede 
tener un efecto sinérgico con Smad6 e inhibir la señalización de BMP. 
Dado que el factor de transcripción específico óseo el Runx2 interactúa con la proteína 
Smad1, cuya degradación está mediada por Smurf1, el efecto de la degradación Smurf1 
de Runx2 fue examinado en los mioblastos / osteoblastos precursores células C2C12. 
Smurf1 induce la degradación de Runx2.[89] 
El papel de Smurf1 en la formación de hueso in vivo, Smurf1 ratones transgénicos, el 
volumen de hueso trabecular y las tasas de formación de hueso se reducen y la 
proliferación de osteoblastos y la diferenciación son inhibidas. Estudios recientes también 
demuestran que la masa ósea es mayor en los ratones nulos Smurf1 mutantes.  
Estos hallazgos demuestran que la regulación de proteínas de señalización BMP también 
puede desempeñar un importante papel fisiológico en la formación de hueso in vivo. 
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3.6.1.1.5 APLICACIONES CLÍNICAS DE LAS BMPS. 
Las proteínas morfogenéticas de hueso se han convertido en una probable opción de 
tratamiento dada su acción en la regeneración y en la  remodelación de las lesiones 
óseas, aumentando la respuesta del hueso alrededor de materiales aloplásticos y es 
factible que en el futuro sustituyan los injertos de hueso autólogo y alogénico. 
El uso de rhBMP-2 fue investigada en perros, el análisis de las muestras demostraron 
que en sitios confinados alrededor de implantes dentales, la rhBMP-2 induce 
regeneración ósea en una posición íntima al implante y la cantidad de hueso formado fue 
tres veces mayor en los implantes con rhBMP-2, que en el caso control en el mismo lapso 
de tiempo.[82] 
Otro estudio se ha realizado con rhBMP-2, evaluando las cualidades del tejido formado 
después de la aplicación de proteína morfogenética, en un vehículo en forma de esponja 
de gelatina de ácido L-láctico-glicólico (PGS), en defectos óseos creados en primates, a 
los cuales les fueron colocados implantes de titanio en mandíbulas regeneradas con BMP 
al cabo de las 20 semanas de la regeneración, posteriormente fueron rehabilitados en 
ocho semanas. Se analizaron los sitios radiográfica e histológicamente y se encontró que 
el nuevo tejido que se formó con rhBMP-2 estaba completamente regenerado y que se 
mantuvo funcional por el año en que se mantuvieron cargados los implantes. Concluyen 
que es una terapia prometedora para el futuro y que es una alternativa en lugar de los 
injertos autólogos. Por otra parte, también se ha estudiado la reabsorción ósea posterior 
a exodoncias, demostrándose el aumento de cantidad y calidad de hueso en menor 
tiempo en los alvéolos en los que se colocó la rhBMP-2, en comparación con los que no 
fue colocada.[90][91] 
Se sabe que las proteínas morfogenéticas, deben ser administradas por medio de 
biomateriales o integrarlas con vehículos. Los biomateriales tienen la función de 
mantenerlas fijas en el sitio donde se necesita producir la regeneración y además como 
un sistema de liberación controlada. Para tal efecto se han estudiado dos polímeros 
biodegradables de consistencia viscosa, el ácido poliláctico homopolímero (PLA650) y el 
ácido poli-D-L-láctico polietileno glicólico en bloque (PLA650-PEG200).  
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También se ha estudiado la búsqueda del un mejor sistema de llevar y mantener las BMP 
en el sitio indicado, mediante la posibilidad de recibir esta información por medio de un 
vector adenoviral, el AxCAOBMP-2, que se utiliza para evaluar la osteoinductividad in 
vitro e in vivo. Se encontró que sí hubo actividad osteoinductiva por medio de este 
sistema, solo que se debe mantener al paciente bajo inmunosupresión pasajera.[92] 
Se han estudiado también la geometría de diferentes matrices que nos sirven de 
vehículos para observar su efecto en la expresión fenotípica de las células bajo la acción 
de las BMPs, diferentes estudios entre el que estaba la capacidad de diferenciación de 
condroblastos en osteoblastos. Después de este experimento se hizo una clasificación de 
vehículos para las BMPs en tres tipos: inductores de hueso, inductores de cartílago e 
inductores de cartílago y hueso. Llegando a la conclusión de que la arquitectura del 
vehículo juega un papel importante en el desarrollo de la vascularización del sitio a 
estudiar. Esta investigación es importante, porque provee de información científica, para 
encontrar finalmente el vehículo indicado para el uso en el ser humano y su 
industrialización. 
Uludag, Gao, Porter, Fries y Wozney, estudiaron los factores que contribuyen a la 
farmacocinética local de las rhBMp, colocando implantes subcutáneos con rhBMP en 
ratas mediante inyección y se midieron los niveles de rhBMP in situ, estos elementos 
fueron evaluados por medio de inmuno marcadores. En este estudio se encontraron que 
la proteína con unión más fuerte al vehículo, tenía mayor capacidad osteoinductora. Se 
demuestra nuevamente, la importancia de un vehículo adecuado con puntos isoeléctricos 
compatibles con mayor retención a las BMP. Wikesjö, Sorensen y Wozney, demostraron 
que el uso de rhBMP-2 tiene capacidad para aumentar la regeneración del hueso alveolar 
y la oseointegración de los implantes dentales, este efecto quedó demostrado mediante 
diversos estudios en defectos supralveolares, modelos con periimplantitis y elevación de 
seno maxilar en perros y primates no humanos. El resultado fue que las rhBMP-2 tiene un 
gran potencial para aumentar el reborde alveolar. El hueso formado bajo su estímulo, 
puede soportar la fijación de implantes de titanio y cargas funcionales [93]. 
En todos los estudios anteriores, se observa que independientemente del tipo de 
superficie del implante, todas sirven como vehículo para las BMPs manteniendo su poder 
osteoinductivo. Una de sus grandes ventajas sería que se trata de un dispositivo protético 
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que induce la formación local de hueso y su osteointegración sin el uso adicional de 
injertos de hueso, biomateriales óseos o dispositivos para la regeneración ósea guiada. 
Wikesjö U et al. realizó un estudio animal en 2008 en el que se realizaron exodoncias de 
premolares y colocación de implantes  tratados con BMP-2 (GT) e implantes sin tratar 
(GC) obteniendo resultados en los que clínicamente se observó una inflamación 
localizada proporcionalmente mayor en las zonas donde había rhBMP-2 al 4.0mg/ml 
respecto GT 2.0 mg/ml y GC [93]. 
En las observaciones a luz microscópica se observó: 
• GC: limitado remodelado intraespiras y en las zonas adyacentes al implante  
• GT rhBMP-2 al 0.2mg/ml: exhiben una imagen de cierta actividad metabólica ósea  
• GT rhBMP-2 al 0.4mg/ml: producían una reacción aún más pronunciada de 
remodelado en los 2mm de radio del implante, la nueva área formada se rellenó 
de nuevo hueso trabecular estableciéndose el contacto hueso-implante 
También Hall et al en 2007 llegaron a la conclusión de que las modificaciones 
superficiales con BMPs-2 produce una respuesta ósea dosis-dependiente. De modo 
colectivo estos estudios corroboran el presente  expuesto, que sugiere que el remodelado 
óseo localizado y reabsorción ósea va seguido de una rápida formación de hueso y 
osteointegración cuando se usa rhBMP-2 [90]. 
Los recientes avances de los receptores de BMP-2 señalan que la expresión de BMP2 en 
las células mesenquimales (MSC) se correlaciona con la iniciación del callo, lo que indica 
un bucle de retroalimentación positiva entre la regulación de BMP-inducida por la 
migración y la secreción autocrina. Sin embargo, el papel de las BMP en la migración de  
MSC nunca se pudo demostrar en vivo [77][79][86][89][87][88][91][92][93] 
3.7 MEDICINA REGENERATIVA: INGENIERÍA TISULAR. 
Las investigaciones en el campo de la Medicina Regenerativa están enfocadas al 
estudio y desarrollo de células, tejidos y órganos, con la finalidad de utilizarlos para 
restablecer la función de los tejidos dañados. Esto se puede realizar de tres maneras: 
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1. En el tejido dañado se puede implantar agregados celulares que han crecido ex 
vivo, los cuales pueden proceder del propio paciente (células autogénicas o 
autólogas) de una persona distinta (células alogénicas o heterólogas) y, en última 
instancia, de un donante de distinta especie (células xenogénicas o xenólogas). A 
esta estrategia terapéutica se le conoce con el nombre de Terapia Celular, que en 
un sentido amplio incluye cualquier tipo de tratamiento que utilice células como 
agente terapéutico (Figura 7). 
 
Figura 7: Trasplante autólogo de condrocitos en el cóndilo femoral derecho. Se muestra la 
parte distal del fémur y la parte proximal de la tibia.[94] 
2. Por otro lado, se puede sustituir el tejido dañado por otro tejido nuevo que haya 
sido fabricado en el laboratorio mediante técnicas de Ingeniería Tisular. Ingeniería 
Tisular es un área científica interdisciplinaria cuyo objetivo es la construcción de 
tejidos biológicos artificiales y la utilización, con fines médicos, de los mismos para 
restaurar, sustituir o incrementar las actividades funcionales de tejidos y órganos 
enfermos. Básicamente, consiste en cultivar células en una matriz artificial 
tridimensional, donde estas células pueden crecer, y así, posteriormente, el tejido 
artificial desarrollado se trasplanta a un órgano receptor. La utilidad terapéutica de 
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este tipo de técnicas es prácticamente ilimitada con aplicaciones en todos los 
campos. 
3. Finalmente, se puede regenerar el tejido in situ al estimular el crecimiento de las 
células del propio tejido dañado utilizando fármacos, factores de crecimiento o 
mediante terapia génica. 
Por otra parte, existen numerosas ventajas asociadas a la utilización de células o tejidos 
autólogos en la Medicina Regenerativa, destacando: 
• Reducción significativa del número de infecciones del donante al receptor por 
agentes infecciosos como el citomegalovitus, virus del Epstein-Barr, virus de la 
hepatitis C, virus de la hepatitis B o virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
entre otros. 
• Ausencia de rechazo inmune injerto contra huésped, por lo que el paciente no 
tendría necesidad de tomar tratamiento inmunosupresor y así se evitarían los 
efectos secundarios de estas drogas (neutropenia, anemia, neuropatías tóxicas, 
diabetes secundaria, etc.), y los problemas añadidos que presentan los pacientes 
inmunodeprimidos, como las infecciones secundarias a la neutropenia  
• Reducción de las listas de espera, con lo que se disminuiría la morbi-mortalidad 
de la enfermedad en el receptor. 
• Reducción de la movilidad-mortalidad en los donantes de órganos. 
En la mayoría de los casos, la Medicina Regenerativa se basa en el uso de las células 
denominadas madre, troncales o estaminales. Estas células son: 
1. La fuente necesaria para poder llevar a cabo la terapia celular. 
2. El elemento fundamental para realizar las tánicas de Ingeniería Tisular. 
3. El objetivo sobre el cual actúan los factores de crecimiento en el tejido dañado. 
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Una célula madre o troncal es aquella que tiene gran capacidad de dividirse y 
diferenciarse en distintos tipos de células más especializadas, no sólo morfológicamente 
sino también a nivel funcional 
a. Las células madre se pueden clasificar de distintas formas : 
a.1) Totipotenciales: Son aquéllas capaces de diferenciarse tanto en tejido 
embrionario (por ejemplo: sistema nervioso, músculo, etc.) como en el tejido 
extraembrionario (placenta y anejos placentarios). En sentido estricto, solamente 
los estadios iniciales del desarrollo (zigoto, blastómeras y células de la mórula) 
constituirían células madre totipotenciales (Figura 8 ). 
 
Figura 8: Células totipotenciales.[94] 
a.2) Pluripotenciales: Son aquéllas que tienen la capacidad de diferenciarse a 
cualquiera de los tejidos existentes en un organismo adulto, y por tanto, a tejidos 
procedentes de cualquiera de las tres capas embrionarias (ectodermo, 
mesodermo y endodermo) incluyendo las células germinales. Las células 
pluripotenciales son las del polo embrionario del blastocisto (¡Error! No se 
encuentra el origen de la referencia.). 
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Figura 9: Células pluripotenciales.[94] 
a.3) Multipotenciales: Serían capaces de diferenciarse a distintos tipos 
celulares, pero siempre restringiendo su potencialidad a tejidos derivados de una 
misma capa embrionaria, es decir, tejidos derivados del ectodermo, mesodermo y 
endodermo). En el organismo adulto y en el feto existen numerosos tipos de 
células multipotenciales, destacando, por ejemplo, las de la médula ósea, que 
pueden diferenciarse a eritrocitos, leucocitos o plaquetas. 
a.4) Unipotenciales: Capacidad para formar un único linaje celular. Por ejemplo: 
células madre epiteliales de la capa basal de la epidermis. 
A este respecto, es importante señalar que cada vez es más frecuente encontrar 
trabajos científicos en donde se hace referencia a la transdiferenciación celular, 
entendida como la transformación de una célula madura en una célula 
diferenciada de otro linaje sin que ésta tenga que revertir a célula madre o 
progenitora. La transdiferenciación de una célula madura a otra célula 
diferenciada puede deberse :  
1) a una mutación en la secuencia de nucleótidos del ADN,  
2) a alteraciones epigenéticas, es decir, cambios que ocurres a nivel del genoma 
que se deben a modificaciones de la secuencia de nucleótidos, sino a 
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modificaciones en el patrón de expresión génica por procesos de metilación o 
acetilación del ADN entre otros 
3) a otros factores ambientales que intervienen en los cambios que se producen 
en la expresión génica. Esto está en contraste con el proceso de diferenciación, el 
cual involucra una serie de etapas mediante las cuales una célula inmadura o 
indiferenciada modifica su fenotipo y su morfología para convertirse en una célula 
adulta madura (célula diferenciada). De esa manera, la célula podrá alcanzar una 
estructura y función especializada.  
En resumen, inducir la transdiferenciación de células diferenciadas con un fin 
terapéutico, puede ser importante en la Medicina Regenerativa ya que se 
evitarían, por un lado, los problemas éticos y oncológicos que presentan las 
células embrionarias y por otro lado, la dificultad para obtener células madre 
adultas. 
b.  Según su origen, las células madre clásicamente se han dividido en : 
b.1) Embrionarias (Figura 10): Existen únicamente durante el período embrionario. 
Se pueden obtener a partir de la masa celular interna del blastocisto en el estadio 
de embrión preimplantatorio, o bien de la Creta gonadal. Las células madre 
embrionarias de la masa celular interna del blastocisto son pluripotenciales, es 
decir, son capaces de diferenciarse a cualquier tejido del organismo, incluyendo 
tejidos somáticos (corazón, hígado etc.) y germinales (ovocitos y 
espermatozoides). 
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Figura 10: La célula madre embrionaria se obtiene de la masa celular interna del blastocisto 
y puede diferenciarse a cualquier tejido del organismo.[94] 
b.2) Adultas: Existen en el adulto, el feto y el cordón umbilical. Tienen una 
capacidad proliferaría y un potencial de diferenciación menores que las células 
madre embrionarias. Son células multipotenciales o unipotenciales, y se han 
podido identificar en casi todos los tejidos del organismo . 
Dentro de las células madres adultas, nos encontramos con las células madre 
mesenquimales, también llamadas células progenitoras mesenquimales, las 
cuales se encuentran repartidas en el tejido conectivo de diversos órganos, como 
la médula ósea, la sangre periférica el cordón umbilical, el hueso trabecular, el 
tejido adiposo, el tejido sinovial, en los dientes deciduale, en el músculo 
esquelético y en algunos tejidos del feto. Hasta el momento, y desde un punto de 
vista terapéutico, las células mesenquimales de la médula ósea han sido las más 
estudiadas en diversas enfermedades, ya sea en la reparación de distintos tejidos 
dañados o en la terapia génica; e incluso, en la práctica clínica se utilizan como 
tratamiento de algunas enfermedades hematológicas y oncológicas tales como la 
anemia aplásica, y el linfoma maligno. [94] 
La biología de las células madre se ha convertido en un importante campo para la 
comprensión de la regeneración tisular y medicina regenerativa. Debido a que, 
biológicamente, las células mesenquimales son los principales responsables de la 
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formación de prácticamente todas las estructuras dentales, orales y craneofaciales. 
[95][96]. 
Por todos es sabido, que tras el parto las células con potencial osteogénico se mantienen 
en la médula ósea, desempeñando un papel fundamental en el crecimiento y remodelado 
óseo; así como  en la reparación de los huesos a lo largo de la vida. [96]. 
Cuando el hueso presenta soluciones de continuidad, ya sea por fracturas u otras 
causas, se ponen en marcha de inmediato los mecanismos osteoformadores con la 
finalidad de restaurar el tejido óseo en el lugar de la lesión y de este modo restablecer la 
organización estructural característica del tejido. Habitualmente, la biología del hueso es 
suficiente pero en ocasiones no lo es; por lo que la necesidad  de tratar defectos de 
magnitudes y localizaciones desfavorables ha hecho que se estimule enormemente la 
búsqueda y desarrollo de nuevos alternativas terapéuticas como la “terapia celular”  
[97][98]. 
La ingeniería de los tejidos y medicina regenerativa se presenta como una alternativa 
terapéutica prometedora  para la regeneración y reparación de los tejidos dañados como 
el tejido óseo, mediante el uso combinado de biomateriales biodegradables, materiales 
osteoinductivos como la hidroxiapatita, fosfato cálcico, polímeros y matriz de hueso 
desmineralizada que actúan como andamiaje temporal para las células trasplantadas, y 
mediadores biológicos como las células madre adultas que proporcionan el potencial 
osteogénico. [99][100][101][102]. 
Desde su descubrimiento, las células madre adultas son el tipo celular que más atención 
está recibiendo. Se trata de células indiferenciadas multipotentes, de naturaleza 
inmunocompatible responsables de mantener la homeostasis del tejido a través de la 
renovación; además son células con capacidad de control de diferenciación y 
proliferación, y no presentan problemas éticos relacionados con su uso 
[103][104][105][106]. 
Hoy en día, se han identificado múltiples fuentes biológicas para el aislamiento y 
caracterizadas de células madre mesenquimales: corazón, sangre, músculo esquelético y 
piel. Sin embargo, el interés hacia la regeneración de los tejidos óseo hace que nuestra 
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atención se centre especialmente en dos fuentes celulares: médula ósea y tejido adiposo. 
[107][108][109]. 
En Análisis comparativos de las células madre mesenquimales de la médula ósea 
(BMSC) y tejido adiposo (ADSC) muestran que las ADSC no son diferentes respecto a 
las BMSC en relación con la morfología, fenotipo inmunológico y capacidad de 
diferenciación. No obstante, la frecuencia de colonias y la tasa de proliferación celular y 
potencial de diferenciación de las ADSC en el estroma adiposo es mayor respecto a las 
BMSC en el estroma medular; por lo que hace de este tejido, el tejido adiposo, un 
estructura ideal para la obtención de células madre [110][111][112]. 
Históricamente el tejido adiposo se ha considerado un reservorio, almacén y liberador de 
energía en forma de triglicéridos y colesterol, así como de vitaminas liposolubles. Sin 
embargo, hoy en día se considera  una fuente ideal para la obtención de grandes 
cantidades de células madre a través de procedimientos mínimamente invasivos, baratos 
y de baja morbilidad como es el lipoaspirado (100ml-1l) del tejido adiposo 
[112][113][114][115]. 
Desde que en el 2001, fueron descubiertas por Zuk y cols. las células madre del tejido 
adiposo es el tipo celular que más atención está recibido en los últimos estudios clínicos y 
preclínicos sobre terapia celular para la regeneración y reparación de los tejidos 
[111][112], puesto que su aplicación segura y efectiva permite el trasplante de células de 
a un hospedador autólogo, homólogo o heterólogo, debido a la expresión baja de 
marcadores superficiales inmunológicos como el antígeno leucocitario tipo I y ausencia 
de expresión HLA (antígeno leucocitario humano) II y otros como: MHC-II, CD40, CD40L, 
CD80 y CD86 responsables de la estimulación del sistema inmune celular; y expresan IL-
10 y TGF-B. [116][117][118]. 
Existen numerosos estudios en la literatura que demuestra la multipotencialidad de las 
ADSC in vitro [119][120] por lo que se justifica su aplicación en defectos óseos y 
cartilogenosos. De todas formas, la ingeniería hacia los tejido óseo es tal vez la 
aplicación más ampliamente investigado ya que se ha demostrado que las ADSC 
secretan factores de crecimiento osteoinductivos que potencian la llegada de células 
formadoras de hueso e inducen la osteogénesis en su uso in vivo [121]. 
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Desde que Lee  y cols y Hicok y cols. [122][123] demostraron por primera vez que la 
implantación de ADSC diferenciadas osteogénicamente en andamios de hidroxiapatita 
/fosfatoß tricálcico (HA/TCP-ß) o poliláctico (PLA) podrían inducir la formación de tejido 
osteoide, numerosos estudios han comenzado a explorar el potencial osteogénico de las 
ADSC in vivo a través de su combinación con múltiples andamios [124][125][126]. Las 
ADSC han demostrado poseer al igual que las BMSC excelentes características 
osteogénicas, puesto que inducen la formación de nuevo hueso y secreción de 
osteocalcina y fosfatasa alcalina en cantidades similares de lo que  produciría cualquiera 
de las MSC de médula ósea u osteoblastos, y estimulan la formación de vasos 
sanguíneos alrededor del defecto tratado con terapia celular permitiendo la formación del 
tejido óseo de forma progresiva [127], a través de islotes óseas que progresivamente se 
van fusionando hasta formar un área homogénea de tejido que acaba uniéndose con el 
tejido nativo y remodelándose junto a él (tanto la cavidad interna como externa) con el 
paso del tiempo, hasta adquirir cierta resistencia y características estructurales 
macroscópicas semejantes a las del tejido adyacente. Por lo tanto, poseemos una 
importante prueba de que las ADSC pueden ser aplicadas para la ingeniería de tejido 
óseo [128][129][130]. 
Sin embargo, desde el punto de vista odontológico nos planteamos varias preguntas y es 
que: ¿es posible obtener una fuente fiable de células madre del tejido adiposos dentro de 
la cavidad oral, teniendo en cuenta que el número celular parece seguir siendo el mismo 
en relación con la región anatómica?, ¿las características del tejido óseo neoformado por 
células madre tiene algún tipo de similitud con el tejido nativo?, y ¿es posible que el 
hueso neoformado mejore la calidad del lecho receptor sobre el que se deposita? 
Habitualmente la biología del hueso es suficiente pero en ocasiones no, por lo que la 
necesidad por parte de los odontólogos de tratar defectos de magnitudes y localizaciones 
desfavorables ha hecho que se estimule enormemente la búsqueda de sustitutivos óseos.  
A pesar de haber numerosos tipos de biomateriales, los cuales aportan sus propiedades 
mecánicas y actúan como andamiaje para la invasión de hueso desde el hueso 
adyacente a través de la estimulación de los acontecimientos naturales existentes en la 
vida del hueso: homeostasis osteoblastos y osteoclastos. Sin embargo, presentan usa 
serie de limitaciones: 
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1 Los datos obtenidos hasta el momento en cuanto a la capacidad de este 
biomaterial para regenerar el tejido óseo son poco concluyentes por lo que no 
justifica su uso. 
2 El hecho de aplicar factores de crecimiento puede aumentar el riesgo de aparición 
de tumores (mayor inducción de la carcinogénesis).  
Debido a las limitaciones de los procedimientos actuales, los expertos han estimulado la 
búsqueda de nuevos enfoques, como la “terapia celular” cuyo origen se encuentra en las 
células mesenquimales, de esta forma se permite la regeneración de los tejidos dañados 
como el tejido óseo mediante el empleo de biomateriales biodegradables (material 
osteoconductivos (HA, fosfatos cálcicos), que sirven como andamiaje temporal) que 
permiten el crecimiento y diferenciación celular de células multipotentes como las células 
madre adultas (CMA) puesto que poseen: 
• Capacidad de control de diferenciación y proliferación en andamios antes de 
su implantación en el lecho receptor 
• Están presentes en todos los tejidos 
• Son responsables de la formación de todos las estructuras dentales, orales y 
craneofaciales 
• Son de naturaleza inmunocompatible 
• No hay problemas éticos relacionados con su uso. 
Las CMA están presentes en múltiples fuentes biológicas. Siendo durante años la médula 
ósea las más investigadas para la obtención de tejido óseo; hasta que en el 2001, fueron 
aisladas del tejido adiposo  
En rasgos generales, el análisis comparativo entre las ADSC y BMSC; muestra que las 
ADSC no son diferentes en relación con la morfología, fenotipo inmunológico (por un 
lado, no presentan marcadores hematopoyéticos: CD 14,34, 45, ni endoteliales: CD144. 
pero sí marcadores mesenquimales típicos: CD 44,73, 29,90).  
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Por otro lado, el 90% expresan antígeno leucocitario humanao (HLA I) “no HLA II”; por lo 
que puede ser trasplantado a hospedadores homólogos u heterólogos con capacidad de 
diferenciación en otras extirpes celulares. De hecho, las similitudes entre ADSC y BMSC 
parecen indicar que las ADSC derivan de las BMSC circulantes que infiltran en el tejido 
adiposo a través de los vasos. [131][132][133][134][135]  
Sin embargo, la frecuencia de colonias y la tasa de proliferación celular de las ADSC en 
el tejido adiposo es mayor,  se puede obtener en grandes cantidades (x500veces) a 
través de técnicas mínimamente invasivas, baratas y de baja morbilidad como el 
lipoaspirado (100ml-1l) por lo que teniendo en cuenta las  características anteriores hace 
de este tejido una estructura ideal para la obtención de CM.  “tasa proliferación alta, 
potencial diferenciación similar a BMSC, fácil acceso y aislamientoà ofrece una clara 
ventaja para su aplicación clínica” [136][137][138][139][140][141][142] 
3.7.1 APLICACIÓN DE LAS ADSC.  
Son muchos los estudios que demuestran su multipotencialidad in vitro debido a su 
origen mesodérmico. La ingeniería hacia los tejidos óseos es tal vez la aplicación más 
ampliamente investigada, por diversos motivos: 
1 Se ha demostrado que las ADSC secretan factores de crecimiento osteoinductivos 
(como: IGF) que potencian la llegada de células formadoras de hueso e inducen la 
osteogénesis en su uso in vivo. 
2 Demuestran que al igual que las BMSC, las ADSC tienen excelentes 
características osteogénicas 
3 Inducen la formación de nuevo hueso similar en cuanto a la cantidad inducida por 
cualquier de las MSC de la medula u osteoblastos (OB). 
4 Inducen la formación de hueso y secreción de osteocalcina semejante a las BMSC 
5 Además, parece ser que junto con la aparición de hueso se aparecen vasos 
sanguíneos lo que apoya la formación de hueso de forma progresiva 
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3.7.2 FORMACIÓN DEL TEJIDO ÓSEO. 
La curación del defecto óseo se produce de forma centrípeta desde el borde del defecto 
hacia el centro así como verticalmente;  a través de la formación de islas óseas que 
progresivamente se van fusionando. 
Radigráficamente e histológicamente,  se observa la reabsorción progresiva del andamio 
mientras que se va consolidando el defecto y va adquiriendo las características típicas del 
tejido óseo (8 sem: tejido óseo distribuido homogéneamente, 16 sem: unión injerto-hueso 
autólogo, 24 sem: degradación completa + remodelado del contorno óseo y cavidad 
medular). 
3.7.3 ¿NECESARIA O NO LA INDUCCIÓN OSTEOGÉNICA? 
1 Diferenciación: La inducción osteogénica se ha considerado un paso necesario para 
la formación de tejido óseo. Al igual que Lee et al, tras la implantación de andamios 
de PLA en ratas, observaron que el grupo células no diferenciado a lo largo del 
estudio no inducia la formación de ningún tejido, mientras que las células 
diferenciadas osteogénicamente inducían la formación de hueso a las 8 semanas. 
Este hallazgo se confirmó con la presencia de osteoclacina, presencia de matriz 
osteoide a lo largo del andamio, unión al hueso nativo, resistencia macroscópicas a la 
palpación y formación de tejido óseo en áreas adyacentes al defecto como en el área 
central (Di Bella) en comparación con defectos no tratados o con células no 
diferenciadas. 
Ø Di bella: ADSC diferenciadas o no + PLA + fibronectina o no: la interacción de 
ADSC diferenciadas y la fibronectiba estimula enormemente la formación 
ósea. 7.45% vs 1.76%. La interacción entre fibronectina y ADSC diferenciadas  
influyen más en el aumento que en la densidad ósea.  
2 Recientemente, las ADSC han sido manipuladas a través de terapias génicas 
(transducción del ADN de las BMP2) con el propósito de inducir una formación de 
hueso más rápida y fuerte. Puesto que presentan una mayor actividad inicial de 
fosfatasa alcalina y depósito de matriz extracelular calcificada respecto a las BMSC y 
más rápida inducción osteoblástica a un ritmo comparable con los osteoblastos y las 
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BMSC. Por lo que han resultado ser eficaces en la consolidación de los defectos 
óseos y por tanto pueden ser eficaces en el tratamiento del tejido óseo. 
3 Sin embargo las ADSC no diferenciadas, en los últimos estudios han demostrado 
poseer  la capacidad también de formar hueso in vivo y conseguir de esta forma la 
curación de los defectos. (detectaron la expresión de genes osteogénicos RUNX2, 
HALP, GAPDH a través de PCR durante el periodo de tiempo correspondiente a la 
osificación), por lo que, la siembra de estas células para la formación de tejido 
disminuiría el coste y el periodo de cultivo de las células, incluso evitaría el uso de 
factores crecimiento. 
3.7.4 ¿ÉXITO O NO TRAS LA APLICACIÓN DE ADSC EN LA 
REGENERACIÓN DE LOS DEFECTOS ÓSEOS?  
Todos los estudios de experimentación animal analizados desde el año 2003 hasta el 
2010, se observan con éxito la aplicación de ADSC en presencia de diferentes 
biomateriales como andamiaje a la hora de tratar defectos creados. Pero quizá sean 2 
aplicaciones clínicas  para el tratamiento de defectos craneofaciales las que más nos han 
llamado la atención: 
Niña 7 añosà traumatismo cranealà ADSC+fibrina+hueso autólogoà regeneración 
bóveda craneal a los 3 meses 
Varón de 65 añosà queratoquisteà ADSC+ BMP2+ TCP-Bà regeneración del maxilarà 
restablecimiento de la función masticatoria 
Estos informes proporcionan por tanto, pruebas sólidas de que las ADSC se pueden 
aplicar en la ingeniería de los tejidos[135][136][137][138][139][140][141] 
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4 HIPÓTESIS. 
 
Uno de los grandes problemas de la implantología reside en la falta o mala calidad del 
tejido óseo de los pacientes sobre los que realizar estas técnicas. En este sentido, la 
Ingeniería Tisular puede significar una técnica de gran utilidad en la resolución de los 
casos en los que el proceso de cicatrización ósea se vea seriamente comprometido. Sin 
lugar a dudas, el Titanio es uno de los biomateriales más recomendables para la 
relización de implantes, pero sus características superficiales, aunque mantengan las 
propiedadades de biocompatibilidad, no son las más idóneas para activar la recuperación 
y regeneración ósea de la zona afectada. Por todo ello, en la presente Memoria de Tesis 
Doctoral, nos planteamos la posibilidad de poder modificar esta superficie de forma que 
podamos transformar una superficie completamente inerte, como lo es la de los actuales 
implantes de Titanio, en una superficie idónea para la osteointegración y que mantenga 
unas buenas características bioactivas que mejoren, no solo la regeneración ósea, sino 
también la reparación de los tejidos blandos circundantes. 
En el intento por mejorar el comportamiento biológico de estos implantes, nos planteamos 
las siguientes cuestiones: 
-¿Existe algún tipo de tratamiento que favorezca la capacidad de unión de proteínas a la 
superficie de implantes de titanio?. 
-¿Podríamos utilizar los implantes de titanio como sistema de liberación controlada de 
drogas mediante la inmovilización de proteínas implicadas en los procesos reparativos?. 
-En caso afirmativo, ¿mejorarían estos tratamientos de biofuncionalización con fosfonatos 
e inmovilización de proteína morfogenética la capacidad de diferenciación osteogénica de 
los implantes de titanio? 
Para intentar dar respuesta a estas cuestiones, nos planteamos la siguiente Hipótesis de 
Trabajo: 
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“¿Es posible mejorar el comportamiento biológico de los implantes de Titanio 
mediante la inmovilización de proteína morfogenética ósea de tipo 2 (BMP-2), tras 
el tratamiento superficial con ácido carboxietilfosfónico, como base para futuros 
tratamientos implantológicos cimentados en las técnicas de Ingeniería Tisular?” 
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5 OBJETIVOS.  
 
En respuesta a la Hipótesis de Trabajo formulada en el apartado anterior, nos palnteamos 
los siguientes objetivos: 
 
-Mejorar el comportamiento biológico in vitro  de la superficies biofuncionalizadas de los 
implantes de titanio.  
 
-Favorecer los procesos de proliferación, migración y diferenciación hacia la línea 
osteogenética, en condiciones in vitro, mediante la incorporación  de proteína  
morfogenética al material biofuncionalizado. 
 
-Estudiar la biocompatibilidad y las propiedades osteogénicas de las superficies tratadas 
de titanio en condiciones in vivo  tras su implantación en el tejido subcutáneo. 
 
-Conocer si la capacidad de las células progenitoras para la conversión osteogénica se 
correlaciona con la expresión de BMP-2, y la sensibilidad de la BMP en los fibroblastos y 
células mesenquimales procedentes del tejido adiposo subcutáneo (MSCat). 
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6 JUSTIFICACIÓN. 
 
Este trabajo está encaminado a sentar las bases de la utilización de los implantes de 
titanio como sistemas de liberación controlada de drogas que puedan mejorar la 
capacidad osteogénica y de osteointegración de los mismos en aquellos pacientes que 
presenten una cicatrización ósea comprometida. 
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7 MATERIALES Y MÉTODOS. 
7.1 MODIFICACIÓN SUPERFICIE: TRATAMIENTO CON ÁCIDO 
CARBOXIETILFOSFÓNICO 
7.1.1  HUMECTABILIDAD. 
Probetas rectangulares de 1.05 cm2 de aleación de titanio Ti6Al4V. 
Materiales necesarios para la obtención grupos carboxilos expuestos  en la 
superficie de las muestras. 
Ø Tetrahidrofurano (OC4H8) (THF). 
El tetrahidrofurano es un compuesto orgánico heterocíclico (Figura 11). Es un líquido 
transparente, de baja viscosidad y con un olor parecido al del dietil éter. Es uno de los 
éteres más polares y se usa como solvente de polaridad intermedia en reacciones 
químicas.  
                                 
Figura 11: Tetrahidrofurano. 
El THF es un solvente dipolar aprótico protofílico (capaz de aceptar protones, dados los 
pares de electrones no compartidos del átomo de oxígeno que le dan características de 
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base de Lewis), con una constante dieléctrica de 7,6 (a 25 ºC). El THF es el análogo 
completamente hidrogenado del compuesto aromático furano. 
Ø Ácido Carboxietilfosfónico  
Para llevar a cabo el trabajo utilizaremos una molécula derivada del ácido fosfónico 
(Figura 12). 
 
Figura 12: Imagen molécula orgánica de Ácido Carboxietilfosfónico. 
Ø Matraz de tres bocas 
Ø Gas nitrógeno. 
Ø Termómetro. 
Ø Reflujo lineal. (Figura 13). 
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Figura 13: Sistema de reflujo lineal. 
 
Ø Recipiente con silicona 
Ø Báscula (AG245 METTLER TOLEDO®) (Figura 14). 
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Figura 14: Báscula. 
Ø -Calentador (Selecta® Modelo Agimatic-E) (Figura 15). 
 
Figura 15: Calentador 
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Materiales para la activación de los grupos carboxilo. 
Ø Etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodamida hydrochloride (EDC o EDAC) 
El EDC es un agente usado para acoplar grupos carboxilo a aminas primarias. EDC 
reacciona con un grupo carboxilo para formar un intermedio de O-acylisourea reactivo de 
amina. Si este intermedio no encuentra una amina, esto va a hidrolizar y regenerar el 
grupo carboxilo. En la presencia de N-hidroxisulfamida (el Sulfo-NHS), EDC puede ser 
usado para convertir grupos carboxilo a ésteres de Sulfo-NHS reactivos de amina. (Figura 
16). 
 
 
Figura 16: Imagen molécula orgánica de Etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodamida 
hydrochloride. 
Del EDC destaca:  
o · La eficacia de enganche del EDC es aumentada en la presencia de 
Sulfo-NHS 
o  · Por combinación EDC y Sulfo-NHS, la amina éster de Sulfo-NHS 
reactiva pueden ser creada sobre cualquier molécula que contiene grupos 
carboxilo.  
o · Las amidas formadas con esta reacción proporcionan un acoplamiento 
neutro.  
o · El exceso de reactivo  y subproductos son  fácilmente eliminados 
lavándose con  agua o se diluyen en  ácido.   
o · EDC es soluble en agua, por lo que la reacción puede ser realizada en 
soluciones fisiológicas sin añadir el solvente orgánico.  
o  
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N-hidroxisulfamida (Sulfo-NHS) (Figura 17). 
 
 
Figura 17: Imagen molécula orgánica de N-hidroxisulfamida (Sulfo-NHS). 
El NHS incrementa la reactividad del EDC al formar un intermediario estable en agua 
capaz de reaccionar con grupos aminas proteicos. 
-Sistema de medición del pH (MP230 METTLER TOLEDO®). (Figura 18). 
 
Figura 18: Sistema de medición del pH. 
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Materiales para evaluar la humectabilidad.   
Ø Probetas rectangulares de  aleación de titanio tratado y sin tratar. 
Ø Pipeta con H2O 
Ø Cámara de fotos Olympus E-510 con trípode. 
Ø Programa de ordenador Image Tool (ITZIP). 
Aplicación de ácido carboxietilfosfónico. 
Las muestras fueron sometidas a un proceso de inmersión durante un tiempo de 24 horas 
a 76 °C en una mezcla  realizada  con: 
§ -50ml de tetrahidrofurano (THF)  
§ -55mg de ácido carboxietilfosfónico  
La preparación se realiza en un matraz de tres bocas. Para mantener constante el 
tetrahidrofurano se precisa de un reflujo lineal a 5 grados centígrados. 
El reflujo lineal se coloca en una de las bocas del matraz que introducimos en un baño de 
aceite de silicona a 100°C. 
Por la segunda boca del matraz introducimos los 50ml de tetrahidrofurano y la muestra de 
titanio y tapamos la boca. Por la tercera boca se  inyecta nitrógeno gaseoso que elimina 
el oxígeno durante un tiempo de un minuto y cuando finalizamos cerramos también la 
boca. Luego se coloca 55mg de ácido carboxietilfosfónico y se arrastran  los posibles 
restos que se quedan en el cuello de la boca del matraz con una pipeta.  
La superficie del TiO tiene muchos grupos OH en la superficie  con una estructura interna 
de Ti-O-Ti. Mediante la aplicación de un fosfonato logramos que al calentar se elimine 
H2O quedando una molécula con una disposición de grupos carboxilo (COOH) en 
superficie,  capaces de generar enlaces estables con moléculas proteicas.( Figura 19). 
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Figura 19: Imagen de la reacción a nivel molecular del ácido carboxietilfosfónico sobre la 
superficie del titanio.  
Como se observa en la Figura 19, al introducir el fosfónico aumenta la cantidad de grupos 
cargados en superficie lo que da lugar a un aumento en la hidrofilia o humectabilidad de 
la interfase. 
7.1.2 ESPECTROS DE SUPERFICIE. 
Se realiza espectro de superficie tanto de los tornillos tratados con ácido como de los 
tornillos sin tratamiento, examinando la composición de los mismos mediante microscopio 
electrónico de barrido ambiental provisto de una sonda de emisión de rayos x que 
confiere las características necesarias para la medición de la composición química 
superficial de distintos biomateriales. (Figura 20,21). 
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Figura 20: Imagen del microscopio TM1000 (HITACHI) 
 
Figura 21: Imagen gráfica de la composición química. 
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7.1.3 SCANNING. 
Para la observación de las muestras a microscopía electrónica de barrido (SEM) es 
necesario realizar la deshidratación de las mismas y posterior procesamiento. En primer 
lugar, se realiza una deshidratación de los especímenes mediante su inmersión en una 
serie graduada de etanol desde 30% hasta etanol absoluto. Una vez deshidratadas, las 
muestras son llevadas a punto crítico (deshidratación total). Para ello se utiliza un Polaron 
3000 (ZEISS) que realiza esta función utilizando alto vacío. A continuación se montan las 
piezas sobre unos soportes de aluminio (stub) y se procede a su metalización. Este 
proceso consiste en depositar una fina capa de oro/paladio sobre la superficie de las 
muestras para aumentar su conductividad. Para este proceso se utiliza un metalizador de 
la casa ZEISS. Una vez metalizadas, las muestras quedan preparadas para su 
observación a microscopía electrónica de barrido o scanning (ZEISS DMS 950). En el 
caso de la observación de la superficie de los tornillos, al tratarse de un metal (Titanio) no 
es necesario la metalización, aunque sí el proceso de deshidratación ya que el 
tratamiento se hace con una solución acuosa y hay que eliminar las moléculas de H2O 
que pudieran haber quedado retenidas. (Figura 22,23). 
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Figura 22: Imagen de microscopía electrónica de barrido del tornillo sin tratar (control) a 
3000x. 
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Figura 23: Imagen de microscopía electrónica de barrido del tornillo tratado con ácido 
carboxietilfosfónico a 3000x. 
 
7.1.4 INMOVILIZACIÓN DE PROTEÍNAS. 
Materiales para la unión covalente a proteínas. 
Ø Proteína (glucosa oxidasa) 
Ø H2 O 
Ø Marcaje de fluoresceína : NHS-Fluorescein 
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Activación de los grupos carboxilo. 
Se activa el ácido fosfónico con EDC y NHS de tal forma que sean capaces de reaccionar 
con los grupos aminos de las proteínas 
Para la activación de los grupos carboxilo, las muestras de Ti tratadas con ácido  
carboxietilfosfónico se sumergen en una preparación de EDC+NHS durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. 
La preparación se realiza con 5 ml de agua mezclado con 175ml de EDC más 54mg de 
NH (119) reduciendo el PH de la preparación con ácido clorhídrico hasta obtener un  
pH=7. (Figura 24). 
 
Figura 24: Imagen de la reacción del grupo carboxilo expuesto en superficie con Etil-3-[3-
dimetilaminopropil] carbodamida hydrochloride y  N-hidroxisulfamida (Sulfo-NHS).  
La Figura 24 tomada de muestra, representa la reacción del  EDC con un grupo carboxilo 
sobre la molécula 1, formando un intermedio reactivo de amina. Este intermedio puede 
reaccionar con una amina 2, cediendo un conjugado de las dos moléculas unidas 
constituyendo una amida estable. Sin embargo, el intermedio es también susceptible a la 
hidrólisis, haciéndolo inestable y efímero en la solución acuosa. La adición de Sulfo-NHS 
estabiliza el intermedio reactivo de amina convirtiéndolo a un éster de Sulfo-NHS reactivo 
de amina. El intermedio de éster de Sulfo-NHS reactivo de amina tiene la estabilidad 
suficiente para permitir que  los grupos carboxilos unidos a una proteína permanezcan 
inalterados (52). 
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Análisis de la humectabilidad. 
Una comparación cualitativa de la respuesta en la osteointegración se analiza mediante 
ensayos de mojado. Esto se realiza colocando una gota de agua sobre las superficies a 
ensayar, se obtiene una fotografía del sistema, y se mide el ángulo de contacto, como 
puede observarse en las siguientes figuras. (Figura 25 y 26). 
 Se lleva a cabo la medición de los ángulos de contacto de 10 muestras de  titanio 
tratadas con ácido carboxilfosfónico  frente a 10 muestras de titanio sin tratar (grupo 
control) empleando para ello un programa de ordenador para dichas mediciones, el 
Imane Pool (ITZIP).  
Todos los datos se expresan como valor medio ± desviación estándar de la media. Para 
analizar las diferencias entre las distintas variables se utilizó el test de la t de Student 
dado que se trata de variables cuantitativas discretas. El nivel de significación estadística 
se estableció en p‹0,05. 
 
Figura 25: Imagen de los ensayos de humectabilidad realizados sobre la superficie del 
titanio sin tratar (control). En la imagen se observa el trazado realizado con el programa 
ITZIP para medir el ángulo de contacto de la gota sobre la superficie del titanio.  
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Figura 26: Imagen de los ensayos de humectabilidad realizados sobre la superficie del 
titanio tratado con ácido carboxietilfosfónico. En la imagen se observa el trazado realizado 
con el programa ITZIP para medir el ángulo de contacto de la gota sobre la superficie del 
titanio tratado.  
Mediante ensayos de mojado en superficie  tenemos una prueba fiable y fácil de realizar 
que nos indica la humectabilidad de la superficie de las muestras de titanio  y, por  tanto, 
la capacidad de adhesión. Esta prueba  se realiza colocando una gota de solución 
orgánica sobre las superficies a ensayar, se obtiene una fotografía del sistema, y se mide 
el ángulo de contacto. 
Se lleva a cabo la medición de los ángulos de contacto de 10 muestras de  titanio 
tratadas con ácido carboxilfosfónico  frente a 10 muestras de titanio sin tratar (grupo 
control) empleando para ello un programa de ordenador para dichas mediciones, el 
Imane Pool (ITZIP). 
 Aumento de la tensión superficial. 
La tensión superficial está íntimamente relacionada con la tendencia de mezcla del agua 
e inversamente proporcional al incremento del coseno del ángulo de contacto 
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La superficie de cualquier líquido se comporta como si sobre ésta existe una membrana a 
tensión. A este fenómeno se le conoce como tensión superficial. El coeficiente de tensión 
superficial se puede interpretar como una fuerza por unidad de longitud perpendicular a 
toda línea que pasa por un punto y situada en el plano tangente a la interfase. La 
interfase es una región de dimensiones muy pequeñas donde las fuerzas moleculares 
son distintas de las que se producen en el seno del líquido en cuyo caso la fuerza neta es 
nula. Las moléculas de la interfase están sometidas a unas fuerzas intermoleculares 
dirigidas al seno del fluido. 
La tensión superficial depende de la naturaleza del líquido, del medio que le rodea y de la 
temperatura. Líquidos cuyas moléculas tengan fuerzas de atracción intermoleculares 
fuertes tendrán tensión superficial elevada 
Cuando dos fluidos inmiscibles entran en contacto con una superficie sólida los tres 
medios se cortan según una línea denominada línea de contacto. La siguiente figura 
muestra las tensiones superficiales en los planos tangentes de las tres entrefases 
formadas: plano tangente a la entrefase sólido-gas, plano tangente a la entrefase sólido- 
líquido, plano tangente a la entrefase líquido-gas. Las tensiones se cortan según el 
ángulo de contacto. 
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Figura 27: Imagen que muestra las tensiones superficiales en los planos tangentes de las 
tres entrefases formadas: plano tangente a la entrefase sólido-gas, plano tangente a la 
entrefase sólido- líquido, plano tangente a la entrefase líquido-gas. 
Estableciendo el equilibrio: 
σlg cosθ + σls = σsg 
cosθ = σsg- σls / σlg 
Si hay equilibrio implica: cosθ ≤ 1 
           σlg >I(σsg – σls )I 
• Si cosθ>0    θ≤п/2    σsg > σls  En este caso el líquido ‘moja’ al sólido. 
• Si cosθ<0    θ>п/2   σsg < σls  En este caso el líquido ‘ no moja’ al sólido. 
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Análisis estadístico 
En nuestro estudio comparamos dos grupos independientes de observaciones (muestras 
de control y muestras tratadas) con respecto a la variable ángulo de contacto y por tanto 
utilizaremos el  análisis estadístico t de Student para dos muestras independientes.  
Consideremos los datos que se muestran en la Tabla  3, correspondientes a 10 
mediciones del ángulo de contacto de  cada uno de los grupos, tanto de las muestras de 
control como de las muestras tratadas, de modo que se desea comparar el ángulo de 
contacto de ambos grupos. 
          Muestras control        Muestras tratadas 
Muestra 1 66.7˚ 19.1˚ 
Muestra 2 64.3˚ 20.8˚ 
Muestra 3 63.2˚ 18.7˚ 
Muestra 4 67.9˚ 18.3˚ 
Muestra 5 68.6˚ 18.8˚ 
Muestra 6 66.9 ˚ 18.5 ˚ 
Muestra 7 68.5 ˚ 18.4 ˚ 
Muestra 8 67.8 ˚ 18.7 ˚ 
Muestra 9 68.3 ˚ 18.5 ˚ 
Muestra 10 67.8 ˚ 18.6 ˚ 
Tabla  3 :Medicion de los ángulos de contacto registrados en la prueba de la humectabilidad 
en el grupo control (tornillo sin tratar) y en el grupo de muestras tratadas con ácido 
carboxietilfosfónico. 
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Antes de hacer la comparativa de las muestras realizaremos un análisis de estadística 
descriptiva identificando parámetros importantes para el estudio. Las siguientes tablas 
muestran parámetros estadísticos de ambas grupos. 
Muestras Control 
  
Media 67 
Error típico 0,581377674 
Mediana 67,8 
Moda 67,8 
Desviación estándar 1,838477631 
Varianza de la muestra 3,38 
Curtosis 0,964294884 
Coeficiente de asimetría -1,411719217 
Rango 5,4 
Mínimo 63,2 
Máximo 68,6 
Suma 670 
Cuenta 10 
Mayor (1) 68,6 
Menor(1) 63,2 
Nivel de 
confianza(95,0%) 
1,315167667 
 
Muestras tratadas 
  
Media 18,84 
Error típico 0,229104537 
Mediana 18,65 
Moda 18,7 
Desviación estándar 0,724492159 
Varianza de la muestra 0,524888889 
Curtosis 1,476798252 
Coeficiente de 
asimetría 
1,932022636 
Rango 2,5 
Mínimo 18,3 
Máximo 20,8 
Suma 188,4 
Cuenta 10 
Mayor (1) 20,8 
Menor(1) 18,3 
Nivel de confianza(95,0%) 0,518270468 
 
Tabla  4: Parámetros de la estádistica descriptiva tanto del grupo control como del grupo 
tratado con ácido carboxietilfosfónico. 
La aplicación de test paramétricos requiere la normalidad de las observaciones para cada 
uno de los grupos. La comprobación de esta hipótesis la vamos a realizar por métodos 
gráficos por medio de histogramas y diagramas de cajas. 
Así mismo, este tipo de metodología exigirá que la varianza en ambos grupos de 
observaciones sea la misma. En primer lugar se desarrollará el test t de Student para el 
caso en el que se verifiquen ambas condiciones, discutiendo posteriormente el modo de 
abordar formalmente el caso en el que las varianzas no sean similares. 
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METODOS GRÁFICOS. 
• Muestras de control 
La siguiente grafica muestra el diagrama de cajas para las mediciones tomadas en las 
muestras de control. 
A 
 
 
 
 
B 
Media 67 
Mediana 67,8 
Desviación 
estándar 
1,838477631 
Varianza de la 
muestra 
3,38 
Curtosis 0,964294884 
Coeficiente de 
asimetría 
-
1,411719217 
Rango 5,4 
Mínimo 63,2 
Máximo 68,6 
 
Figura 28: A)Diagrana de cajas y B)mediciones tomadas para el grupo control. 
La grafica muestra un resumen de los estadísticos de las mediciones del ángulo de 
contacto en las muestra de control. Esta incluye medidas de tendencia central, medidas 
de variabilidad y medidas de forma de la distribución. De especial interés es el coeficiente 
de asimetría y la curtosis, que se utilizan para determinar si la muestra viene de una 
distribución normal. Valores de estos estadísticos fuera del rango -2 a +2 indican salidas 
significativas de la normalidad, en nuestro caso de estudio están dentro del rango por 
tanto consideramos la normalidad de las observaciones/mediciones. 
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El diagrama de cajas consiste en una caja rectangular, donde los lados más largos 
muestran el recorrido intercuartílico. Este rectángulo está dividido por un segmento 
vertical que indica donde se posiciona la mediana (67,8) y por lo tanto su relación con los 
cuartiles primero y tercero (recordemos que el segundo cuartil coincide con la mediana).  
Esta caja se ubica a escala sobre un segmento que tiene como extremos los valores 
mínimo y máximo de la variable. Las lineas que sobresalen de la caja se llaman bigotes. 
Estos bigotes tienen un límite de prolongación, de modo que cualquier dato o caso que 
no se encuentre dentro de este rango es marcado e identificado individualmente. 
La siguiente grafica es el histograma de las mediciones del ángulo de contacto tomadas 
en las muestras de control. 
 
Figura 29: Histograma de las mediciones del ángulo de contacto tomadas en las muestras 
de control. 
 
• Muestras tratadas 
La siguiente grafica muestra el diagrama de cajas para las mediciones de ángulo de 
contacto tomadas en las muestras tratadas. 
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A                                                          B 
 
                                       
  
 
 
 
 
Media 18,84 
Mediana 18,65 
Desviación 
estándar 
0,724492159 
Varianza de la 
muestra 
0,524888889 
Curtosis 1,476798252 
Coeficiente de 
asimetría 
1,932022636 
Rango 2,5 
Mínimo 18,3 
Máximo 20,8 
Suma 188,4 
Cuenta 10 
Mayor (1) 20,8 
Menor(1) 18,3 
Nivel de 
confianza(95,0%) 
0,518270468 
Figura 30:A) Diagrana de cajas y B)mediciones tomadas para el grupo tratado. 
La grafica muestra un resumen de los estadísticos de las mediciones del ángulo de 
contacto en las muestras tratadas. Esta incluye medidas de tendencia central, medidas 
de variabilidad y medidas de forma de la distribución. De especial interés es el coeficiente 
de asimetría y la curtosis, que se utilizan para determinar si la muestra viene de una 
distribución normal. Valores de estos estadísticos fuera del rango -2 a +2 indican salidas 
significativas de la normalidad, en nuestro caso de estudio están dentro del rango por 
tanto consideramos la normalidad de las observaciones/mediciones. 
El diagrama de caja muestra el recorrido intercuartílico. El rectángulo está dividido por un 
segmento vertical que indica donde se posiciona la mediana (18,65) y por lo tanto su 
relación con los cuartiles primero y tercero.  La caja se ubica a escala sobre un segmento 
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que tiene como extremos los valores mínimo (18,3) y máximo (20,8) de la variable. Las 
lineas que sobresalen de la caja se llaman bigotes. Estos bigotes tienen un límite de 
prolongación, de modo que cualquier dato o caso que no se encuentre dentro de este 
rango es marcado e identificado individualmente. 
La siguiente grafica es el histograma de las mediciones del ángulo de contacto tomadas 
en las muestras de control. 
 
Figura 31: Histograma de las mediciones del ángulo de contacto tomadas en las muestras 
de control. 
Una vez analizada la normalidad de las observaciones para cada uno de los grupos y 
bajo la hipótesis de normalidad e igual varianza la comparación de ambos grupos puede 
realizarse en términos de un único parámetro como el valor medio, de modo que en el 
caso planteado la hipótesis de partida será, por lo tanto: 
H0: La media del ángulo de contacto es igual en ambos grupos 
El t test para dos muestras independientes se basa en el estadístico 
 
Si la hipótesis de partida es cierta el estadístico t seguirá una distribución t de Student 
con n+m-2 grados de libertad. De ser así, el valor obtenido debería estar dentro del rango 
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de mayor probabilidad según esta distribución. Se ha tomado un nivel de significación 
estadística de p‹0,05. 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales 
  Muestras  control Muestras tratadas 
Media 67 18,84 
Varianza 3,38 0,52488889 
Observaciones 10 10 
Varianza agrupada 1,95244444 
 Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 18 
 Estadístico t 77,0694284 
 P(T<=t) una cola 1,948E-24 
 Valor crítico de t (una cola) 1,73406359 
 P(T<=t) dos colas 3,8959E-24 
 Valor crítico de t (dos colas) 2,10092204  
Tabla  5: Prueba t de Student de las dos muestras (grupo contol-grupo tratado). 
El valor-p que usualmente reportan la mayoría de paquetes estadísticos no es más que la 
probabilidad de obtener, según esa distribución, un dato más extremo que el que 
proporciona el test. Como ya se dijo, refleja también la probabilidad de obtener los datos 
observados si fuese cierta la hipótesis inicial. La región de aceptación corresponde por lo 
tanto a los valores centrales de la distribución para los que p>0.05. En nuestro estudio el 
valor critico correspondiente es de 1,734, de modo que existe evidencia estadística de 
que el Angulo de contacto medio en ambos grupos es diferente. Como el estadístico que 
se obtiene toma un valor mayor que el valor crítico la diferencia es significa. 
La siguientes graficas muestras lo indicado arriba, existe diferencia significativa entre las 
medias de los ángulos de contacto de los dos grupos. 
148   Materiales y Métodos
 
 
 
 
 
 
Figura 32: graficas que muestran que existen  diferencias significativas entre las medias de 
los ángulos de contacto de los dos grupos. 
Estas graficas pueden ser usadas para probar que las diferencias entres los estadísticos 
de de los dos grupos de muestras son significativas. 
El caso en el que se dispone de dos grupos de observaciones independientes con 
diferentes varianzas, la distribución de los datos en cada grupo no puede compararse 
únicamente en términos de su valor medio. El contraste estadístico planteado 
anteriormente requiere de alguna modificación que tenga en cuenta la variabilidad de los 
datos en cada población. Obviamente, el primer problema a resolver es el de encontrar 
un método estadístico que nos permita decidir si la varianza en ambos grupos es o no la 
misma. El F test o test de la razón de varianzas viene a resolver este problema. Bajo la 
suposición de que las dos poblaciones siguen una distribución normal y tienen igual 
varianza se espera que la razón de varianzas: 
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siga una distribución F de Snedecor con parámetros (n-1) y (m-1). 
Como en el estudio anterior se desee comparar el ángulo de contacto en los dos grupos 
tanto las muestras de control como las tratadas. La aplicación del estadístico t no será 
factible, ya que las varianzas en ambos grupos son sustancialmente distintas. En este 
caso la razón de varianzas es de 3,38 / 0,52 = 6,43, valor que se debe comparar con una 
distribución F. El valor-p asociado será p<0.05, siendo muy poco probable que las 
observaciones provengan de poblaciones con igual variabilidad. 
Prueba F para varianzas de dos muestras 
  
Muestras 
de control 
Muestras 
tratadas 
Media 67 18,84 
Varianza 3,38 0,524888889 
Observaciones 10 10 
Grados de libertad 9 9 
F 6,43945809 
 P(F<=f) una cola 0,00528431 
 Valor crítico para F (una cola) 3,1788931  
Tabla  6: Valores registrados en la Prueba F  de las dos muestras de estudio. 
Una prueba F devuelve la probabilidad de que las varianzas de los grupos no presenten 
diferencias significativas y asi determinar si las varianzas de los dos grupos de muestras 
son diferentes. En nuestro caso de estudio, donde no se debe aplicar el contraste basado 
en t, podemos utilizar una modificación del t test para el caso de varianzas desiguales, 
conocido como el test de Welch basada en el estadístico: 
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales 
  
Muestras de 
control 
Muestras 
tratadas 
Media 67 18,84 
Varianza 3,38 0,524888889 
Observaciones 10 10 
Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 12 
 Estadístico t 77,0694284 
 P(T<=t) una cola 7,584E-18 
 Valor crítico de t (una cola) 1,78228755 
 P(T<=t) dos colas 1,5168E-17 
 Valor crítico de t (dos colas) 2,17881283  
Tabla  7: Valores registrados para la Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas 
desiguales. 
La técnica para realizar el contraste es análoga a la vista anteriormente cuando las 
varianzas son desconocidas e iguales. Por ejemplo, en el caso planteado, la media de las 
muestras µ1=67 y µ2=18,84 con las variabilidades anteriormente expresadas. Esto 
conduce a un valor del estadístico de t=77,06 a relacionar con una distribución t de 
Student con aproximadamente 12 grados de libertad. 
Incubación de las muestras tratadas con la proteína para inmovilizarla en la 
superficie. 
Como proteínas modelo usamos la glucosa oxidasa. Se diluyen 20 mg de glucosa 
oxidasa en 5 ml de agua con un pH=7 que no necesitamos reducirlo, Lavamos la muestra 
de titanio con agua  y le aplicamos la molécula 20mg de glucosa oxidasa en 5 ml de agua 
comprobando su PH de 7 sin necesidad de reducirlo. La muestra permanece en la 
preparación durante 4 horas. 
En la Figura 33 se muestran los procesos de unión desde la activación de grupos 
carboxilo, incubación con la proteína e inmovilización proteica. 
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Figura 33: esquema del proceso de unión desde la activación de grupos carboxilo, 
incubación con la proteína e inmovilización de la misma. 
Fluorescencia 
Para comprobar la eficacia de la reacción anteriormente mencionada, se ha medido la 
presencia de la proteína en la superficie de titanio mediante la utilización de un marcaje 
de fluoresceína. NHS-Fluorescein. Esta molécula reacciona con los grupos amina de las 
proteínas dando lugar a un grupo fluorescente a 530 nm, la aparición de esta sonda nos 
permite afirmar la presencia de la proteína inmovilizada en la superficie del Ti. 
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7.2 ESTUDIOS IN VITRO. 
7.2.1  PREPARACIÓN MEDIOS DE CULTIVO. 
a) Amniomax.  
Según instrucciones del prospecto del fabricante  (data sheet) 
b) Medio 199 (Medio 199). 
Se diluyen 9,82 g de M-199 (GIBCO BRL) en 1l de agua ultrapura, se añaden 2,2 g de 
bicarbonato sódico y se filtra a través de un filtro de 0,22 µm de porosidad. Una vez 
alicuotado en fracciones de 100 ml, el medio de cultivo se suplementa con 20% de suero 
fetal bovino (FCS) (GIBCO BRL); 1,2 ml dePenicilina/Streptomicina; 2 mM/l de ácido 
hidroxi-etil-piperacín-etano-sulfónico1M (HEPES buffer) (GIBCO BRL); 2 mM/l de L-
Glutamina (GIBCO BRL); 20µg/ml Factor de crecimiento para células endoteliales 
(ECGF) (SIGMA) y 90µg/ml heparina sódica (ROCHE). 
c) Minimum Essentials Medium Eagle (SIGMA-Aldrich) (MEM) 
Reconstituido, con 15% de  suero fetal bovino (Cultek),1%de L-Glutamina (Sigma-Aldrich) 
y 1% de antibióticos (Penicilina y Estreptomicina) Se diluye 9,39 g de M.E.M. (GIBCO 
BRL) en 1 l de agua ultrapura; se añaden 2,2 g de bicarbonato sódico (NaHCO3) 
(GIBCO. BRL) y se filtra a través de un filtro  de 0,22 µm de porosidad (Millipore 
Ref.4480). A continuación se alícuota el medio en frascos de cristal de 100 ml y se 
suplementa con 0,05 ml de fungizona (SQUIBB E.R. y SONS) y 1,2 ml de Penicilina 
(10000 UI/ml)/Streptomicina (10000 µg/ml) (GIBCO BRL). 
7.2.2 PREPARACIÓN ENZIMAS PROTEOLÍTICAS. 
Se han utilizado dos enzimas proteolíticas: colagenasa  para la obtención de células de los 
distintos tejidos y tripsina para la realización de los distintos subcultivos a partir de células 
procedentes de cultivos primarios. 
a) Colagenasa 
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Se reconstituyen 100 mg de colagenasa tipo I CLS (WORTHINGTON) en 100 ml de 
M.E.M. y se añaden 1,5 ml de Cloruro Cálcico (Cl2Ca) 1 M. Una vez reconstituida, se 
esteriliza por filtración (filtros millipore de 0,22 µm Ref.4480) y se almacena a –20ºC en 
alícuotas de 10 ml hasta su uso. 
  b) Tripsina 
Para la realización de subcultivos empleamos tripsina, a 90 ml de agua destilada estéril 
se le añaden 10 ml de Hank's Buffer Saline Solution (HBSS) 10X (libre de Calcio y 
Magnesio) (GIBCO. BRL), se mezcla bien, se retiran 10 ml de esta solución y se añaden 
otros 10 ml de tripsina- EDTA 10X (GIBCO. BRL). Así conseguimos obtener tripsina-
EDTA 1X. 
7.2.3 OBTENCIÓN Y EXPANSIÓN CELULAR EN CULTIVOS 
7.2.3.1  MATERIALES PARA CULTIVOS CELULARES 
El material del laboratorio utilizado para desarrollar este apartado de nuestro trabajo es el 
expuesto a continuación: 
Ø Células madre mesenquimales pluripotenciales derivadas de tejido adiposo 
(ASC: Adiposed-derived stem cells).  
Ø Fibroblastos 
Ø Placas de cultivo multiwell de 24 pocillos para cultivo (cellstar). 
Ø Solución fijadora empleada fue una  mezcla de metanol y acetona al 50%. 
Ø Para la deshidratación requerimos alcoholes en una serie graduada de 
concentración creciente hasta 96%. 
Ø INCUBADOR de CO2  (5% CO2). 
Ø Campana de flujo laminar: DE tipo II con un 70% de aire renovado por ciclo 
(TELSTAR AV 70/30).(Figura 34). 
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Figura 34: Campana  de  flujo  laminar  clase II TELSTAR  AV  30/70 necesaria para el 
mantenimiento de las condiciones de esterilidad 
Ø Baño de agitación (SELECTA) 
Ø Microscopio invertido de contraste de fases (ZEISS) 
Ø Centrífuga Universal 320 R (Hettich). 
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Ø Incubador de CO2 para cultivo de células. (Figura 35). 
 
Figura 35: Incubador de CO2 para cultivo de células animales. 
Ø Nevera para 4ºC y arcón congelador de -20ºC y -80ºC. 
Ø Microscopio electrónico de barrido (ZEISS DMS 950). 
Ø Medios de cultivo.(preparados según la descripción del apartado anterior) 
Para llevar acabo nuestro estudio empleamos dos tipos celulares: por un lado células  
madre mesenquimales de tejido adiposo (MSCat) y fibroblastos procedentes de la piel del 
mismo animal. A continuación exponemos el método de obtención de ambos estirpes 
celulares. 
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7.2.3.2 CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES  DE TEJIDO 
ADIPOSO(MSCAT) 
Para la extracción de células madre de tejido adiposo de rata (MSCat) se obtiene una 
muestra de tejido adiposo subcutáneo de la zona inguinal de la rata y se conserva en 
medio MEM hasta su procesamiento (no más de 24 h).  
El procesamiento del tejido se realizará en condiciones de esterilidad, trabajando en una 
cabina de flujo laminar y utilizando todo el material estéril. 
El protocolo que empleamos es el siguiente: 
En primer lugar se lava el tejido con medio MEM. Posteriormente se introduce en un tubo 
Falcon con 10 mL de colagenasa tipo I al 0,1% y se incuba durante 30 min a 37ºC en el 
baño con agitación máxima. 
Trascurrido este tiempo, se hace pasar la suspensión por un filtro de 100 micras de 
porosidad con el fin de separar los fragmentos de tejido adiposo que no hayan sido 
digeridos. El resultado de la filtración se introduce en un tubo Falcon limpio y se 
centrifuga a 1050 rpm durante 7 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimina 
y el sedimento se resuspende en medio MEM.  
El tejido recuperado, es lavado nuevamente con medio MEM y con ayuda de unas hojas 
de bisturí (nº 21), se trocea el tejido en pequeños explantos  que serán introducidos en un 
tubo Falcon con 10 mL de tripsina e incubadas durante 30 min a 37ºC en el baño con 
agitación máxima. 
Mientras tanto, se prepara el material estéril que emplearemos para filtrar el producto de 
la digestión enzimática: se quita el émbolo a una jeringuilla de 50 mL, se introduce en ella 
una gasa estéril con ayuda de unas pinzas, y se prepara un tubo Falcon con 10 mL de 
MEM. 
Pasados los 30 min, se vierte en la jeringuilla el producto de la digestión, se coloca el 
émbolo y se filtra a través de la gasa, dejando caer el producto filtrado al tubo Falcon con 
MEM.  
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La suspensión celular obtenida  se centrifuga a 1050 rpm durante 10 min a temperatura 
ambiente. Se elimina el sobrenadante y el sedimento se resuspende en medio MEM para 
lavarlo. 
Este paso se repite dos veces para lavar bien la muestra y eliminar los excesos de grasa. 
En el último lavado se añade la colagenasa que utilizamos al inicio de la extracción. Se 
resuspende y se introduce en hielo durante 5 minutos. Tras este proceso se separará la 
suspensión celular del componente lipídico procedente de la digestión de los adipocitos. 
Esta capa lipídica permanecerá en la parte superior. Con ayuda de una pipeta Pasteur de 
vidrio retiraremos la suspensión celular teniendo cuidado de no arrastrar la capa lipídica.  
A continuación se centrifuga a 1050 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. 
Se elimina el sobrenadante y el sedimento (células stem de tejido adiposo) se 
resuspende en 3-6 mL de medio Amniomax y se traspasa a 1-2 frascos de cultivo de 
25cm2, que serán almacenados con el tapón ligeramente abierto en un incubador con 
atmósfera de 5% CO2, 37ºC y ambiente húmedo. (Figura 36) 
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Figura 36: a) Formación de dos capas bien diferenciadas tras el tratamiento enzimático; b) 
Recogida de la fase inferior en la que se encuentra la solución celular 
7.2.3.3  FIBROBLASTOS 
Para el cultivo de fibroblastos de piel el material empleado es: 
§ Placa Petri pequeña 
§ Pinzas, mosquitos y tijeras estériles 
§ Cuchillas de bisturí nº 21 
a) 
b) 
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§ Guantes estériles 
§ Pipetas Pasteur de vidrio 
§ MEM 
§ Medio de cultivo Amniomax 
§ Frasco de cultivo de 25cm2 
El procedimiento que se emplea para la obtención de fibroblastos consiste en introducir la 
biopsia de piel en una placa Petri pequeña con un poco de MEM para que el tejido no se 
deshidrate durante el procesamiento. 
Se aísla la dermis con la ayuda de las pinzas, tijeras y mosquitos. Una vez aislada la 
dermis se trocea el tejido con las cuchillas de bisturí hasta obtener pequeños fragmentos 
(explantos) de 0,5-1 mm2. Es importante que los explantos sean del menor tamaño 
posible. 
Posteriormente se añade 1mL de medio de cultivo Amniomax en un frasco de cultivo de 
25cm2 (previamente identificado) moviéndolo con suavidad para que el medio difunda por 
toda la superficie de expansión.  
Con una pipeta Pasteur de vidrio, recogemos  uno a uno los explantos y procesemos a 
pegarlos en la superficie de expansión del frasco de cultivo, evitando en la medida de lo 
posible que estos deslicen hacia la base del frasco 
El frasco de cultivo fue introducido en la estufa de CO2 a 37ºC, colocado en posición 
vertical y con el tapón ligeramente abierto para permitir el intercambio de gases en el 
ambiente del incubador. 
Pasadas unas horas, se procederá a la retirada del  frasco de la estufa cerrando 
previamente el tapón; en la campana, se añaden 1mL más de medio de cultivo teniendo 
especial cuidado de no despegar los explantos. El frasco ha de manipularse con 
delicadeza y el volumen de medio de cultivo no debe superar los 2,5mL para evitar que 
los explantos se despeguen y floten. 
Posteriormente se vuelve  a colocar el frasco en el interior de la estufa de CO2 con el 
tapón ligeramente abierto, esta vez en posición horizontal.(Figura 37). 
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Figura 37: Una vez terminado el procesamiento, las células son trasvasadas a frascos de 
cultivo de 25 cm2. 
7.2.3.4 CONTAJE CELULAR CON AZUL TRIPÁN. 
El contaje de células resulta muy útil para elaborar curvas de crecimiento de los cultivos 
celulares que hemos estado estudiando. Del cultivo en estudio se sembraron en una 
placa multipocillo las muestras de dicho cultivo, que se fueron levantando con tripsina y 
contando en los tiempos previamente establecidos para realizar los contajes. 
A continuación descibimos el procedimeinto llevado a cabo: 
1-Se retiró el medio de cultivo con ayuda de una pipeta Pasteur de plástico o una pipeta 
de vidrio. 
2-Se añadieron 1,5-2mL de HBSS 1x en cada frasco para limpiar la superficie y lavar las 
células. Suavemente y con el tapón cerrado se movió el frasco haciendo círculos para 
facilitar que el HBSS 1x difunda por toda la base del frasco. 
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3-Se retiró el HBSS 1x con una pipeta y añadimos 1,5mL de tripsina 1x (proteasa que 
actúa despegando las células de la superficie del frasco). Se incubaron los frascos en 
posición horizontal y con el tapón cerrado en la estufa a 37ºC durante 5min.  
4-Pasado este tiempo, golpeamos ligeramente los frascos con la mano y observamos al 
microscopio que las células se hubiesen despegado del frasco y estuvieran flotando en el 
medio de cultivo. 
5-Se neutralizó la acción de la tripsina 1x añadiendo 3mL de medio Amniomax. Este 
medio tiene suero fetal bovino (FBS) que contiene una gran cantidad de proteínas que 
contrarrestan la acción de la proteasa. 
6-Se resuspendieron las células con una pipeta y se pasó el contenido de cada frasco a 
un tubo cónico. Se centrifugaron los tubos a 1050 rpm durante 7 min. 
7-Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 1 ml del medio de cultivo 
Amniomax.  
8-Con una micropipeta se cogieron 20µl del tubo y se mezclaron en un pocillo de una 
placa de contaje (96 pocillos) con 180µL de azul tripán 0,2%.  
9-Se completó el tubo con medio Amniomax hasta llegar a un volumen final de 6mL y se 
guardó la nevera a 4ºC hasta que terminamos el contaje. 
10-Se procedió al contaje en el microscopio. Colocamos sobre una cámara de Neubauer 
un cubreobjetos de cristal y vertimos dos muestras del cultivo con azul tripán 0,2%.  
Buscamos las líneas triples de la cámara que delimitan los distintos campos de estudio y 
una vez localizados los cuatro cuadrantes de cada muestra se realizó el contaje; 
cuantificamos las células que estaban vivas, con una morfología más o menos esférica y 
con una cierta refringencia. Las células que se encontraban coloreadas de azul estaban 
muertas por lo que no hubo que contarlas. Todo aquello que tenía una forma extraña o se 
observaba extremadamente pequeño no fue considerado como célula sino como 
artefacto. 
11-Una vez finalizado el contaje aplicamos una fórmula para conocer el número total de 
células que teníamos; esta fórmula es la siguiente: 
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nº total de células = media del nº células contadas x 106 x  factor de dilución 
La media se obtuvo dividiendo el total de células contadas entre el número de cuadrantes 
que observamos en la cámara de Neubauer. 
El factor de dilución para 20µl de cultivo y 180µl de azul tripán es 1/10. 
El resultado que se obtuvo fue el número total de células que había en el tubo.  
Realizamos la división para conocer el número de células que había en 1ml. Una vez 
conocido este dato calculamos el volumen necesario para tener una muestra del cultivo 
con 25.000 células aproximadamente. Este fue nuestro “tiempo cero (To)” en la curva de 
crecimiento.  
12-En la campana sembramos  una placa multipocillo  con los siguientes grupos: día1, 
día3, día7, día14, día21, día28, con dos pocillos para cada grupo de estudio. 
13- Para ello, sacamos el tubo con las células de la nevera. Añadimos en cada uno de los 
pocillos el volumen calculado anteriormente, para saber que en todos ellos tenemos un 
número de células de aproximadamente 25.000.  
14-Se incubó la placa en la estufa.  
15-Cuando llegó el momento de realizar un contaje sacamos la placa de la estufa y 
retiramos los pasos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 y 11 tantas veces como pocillos teníamos 
para levantar.  
16-Una vez que obtuvimos todos los contajes elaboramos la de crecimiento. Para ello, 
pondremos en el eje de abscisas (X) los tiempos de estudio y en el eje de ordenadas (Y) 
el número de células. Partiremos de nuestro To y para cada tiempo de estudio 
calcularemos el número de células que hay en el volumen que calculamos con el To 
(volumen que pusimos en cada pocillo al inicio). De esta forma obtuvimos una gráfica que 
nos muestra el crecimiento y viabilidad celular en un tiempo de 15 días. 
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7.2.3.5 RECUENTO CELULAR EN CÁMARA NEUBAUER. PRUEBAS DE 
VIABILIDAD CELULAR. 
Los ensayos de recuento de células viables se realizaron mediante el método de 
exclusión del azul tripán, tal y como hemos explicado en el apartado anterior. El azul 
tripán es un coloide que se introduce en el interior de las células que presentan roturas en 
su membrana. De esta forma, aquellas células que aparecen teñidas de color azul se 
consideran células no viables aquellas células no teñidas, las que excluyen el azul tripán, 
se consideran células viables. 
Se sembraron 5x104 células/frasco de cultivo de 25 cm2 de superficie para cada uno de 
los tiempos de estudio. Los tiempos de estudio establecidos fueron: 24 horas, 3, 7, 14, 21 
y 28 días. 
Para la determinación del número de células viables, una vez llegado el correspondiente 
tiempo de estudio, se retiró el medio de cultivo  y se lavó la superficie de cultivo con 
HBSS 1X. Se añadieron 1.5 ml de tripsina-EDTA y se incubaron las células durante 5 
minutos a 37º C 1X. Una vez transcurrido el tiempo de actuación de la enzima, ésta se 
inactivó mediante la adición de 3 ml de medio de cultivo completo (con FBS 10%). Se 
tomó una alícuota de 20 µl de la suspensión celular a la que se añadieron 180 µl de una 
solución de azul tripán 0.1%, realizando así una disolución 1:10 de la suspensión celular. 
Con ayuda de una pipeta, se cargó la cámara de Neubauer (figura 38) con esta solución y 
se procedió al recuento de células viables y no viables mediante microscopía óptica. 
La cámara de Neubauer está dividida en 9 cuadrículas (3 x 3). De estas nueve 
cuadrículas, es en las cuatro de las esquinas sobre las que se realizó el recuento. La 
concentración de células viables fue estimada a partir de la media del número de células 
presentes en estos cuatro campos. Estas zonas corresponden a 1 mm2, y, dado que la 
depresión central de la cámara de Neubauer está hundida 0.1 mm con respecto a la 
superficie, el volumen comprendido entre cada una de estas zonas y el cubreobjetos es 
de 0.1 mm3, es decir, 0.1 µl.  
De manera que el número de células por ml se obtuvo del resultado de la siguiente 
fórmula matemática: 
nº células/ml = (nº medio de células /cuadrícula de 0.1 µl) x 104 x factor de dilución. 
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El factor de dilución en nuestro caso era 10, ya que la suspensión celular se había diluido 
en proporción 20µl de células en 180µl  en azul tripán. 
El recuento de células viables fue realizado por dos observadores independientes. Una 
vez conocido el número de células por ml de suspensión celular se calculó el número de 
células presentes en cada frasco de cultivo de 25 cm2. 
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Figura 38: Cámara de Neubauer para el recuento de células. 
Tras el recuento en la cámara obtenemos los siguientes cálculos: 
FIBROBLASTOS: 
Media=9,4 
Nºcéls/ml = media x factor dilución (10-1) x 106=9,4 x 105 
 MSCAT: 
Media=12 
Nºcéls/ml = media x factor dilución (10-1) x 106=12 x 105 
Se realizan los cálculos para determinar cuántos microlitos deberemos emplear de cada 
cultivo que contengan 10.000 células: 
Fibroblastos: 
940000cél--------------1000µl 
x--------------------------460 µl              x=432400cél. 
 
432400cél--------------460 µl 
10000cél-----------------x                    x=10,64 µl 
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MSCAT: 
1200000----------------1000 µl 
X-------------------------580 µl          x=696000 µl 
696000cél-------------580 µl 
10000-------------------x                 x=8,33 µl 
 
Las células se cultivaron con 200 microlitros de medio Amniomax, que fue renovado cada 
48h. 
7.2.3.6 CÁMARA DE CULTIVO CELULAR 
Para la siembra celular se empleó una cámara de 96 pocillos donde se depositan 
nuestras muestras. Los tornillos de 4mm de longitud y la cabeza de 3mm de diámetro que 
se colocan estériles verticalmente con la cabeza del tornillo en la zona más craneal del 
pozo. 
Se distinguen dos siembras con dos tipos celulares (MSCat y fibroblastos) y cuatro 
grupos de estudio distribuidos de la siguiente forma: 
• Cultivo de fibroblastos control (n=12) 
• Cultivo MSCat control (n=12) 
• Cultivo de fibroblastos + BMP-2 (n=12) 
• Cultivo de fibroblastos sin BMP-2 (n=12) 
• Cultivo de MSCat + BMP-2 (n=12) 
• Cultivo de MSCat sin BMP-2(n=12) 
 
 
Las muestran se distribuyan según la siguiente figura: 
 
167   Materiales y Métodos
 
 
 
Figura 39: Distribución de los distintos grupos de estudio en la placa de cultivo de 96 
pocillos 
El grupo control está constituido por tornillos de aleación de titanio Ti6Al4V. 
El resto de muestras de los distintos grupos está constituido por tornillos de aleación de 
titanio Ti6Al4V que han sido sometidos a un tratamiento químico de la superficie 
mediante la aplicación de ácido carboxietilfosfónico +NHS+EDC. 
Antes de realizar las siembras los 24 tornillos fueron incubados con BMP-2 durante 1h a 
37ºC. El resto de tornillos se incubó con medio Amniomax. 
Las células se cultivaron con 200 µl de medio Amniomax, que fue renovado cada 48h 
La recogida de los medios se realiza en las mismos tiempos que las muestras 24horas, 
3días, 7dias, 14dias, 21dias y 28dias  , se  colocan en un tubo eppendorf debidamente 
identificado  y se congelan a -80ºC hasta su utilización. 
Las células que no se pegaron a los tornillos se tripsinizaron y se sembraron en un cubre 
de vidrio de 12mm de diámetro. Posteriormente se fijaron con paraformaldehído 4% y 
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fueron empleadas para la realización de estudios de inmunocitoquímica. Para llevar a 
cabo la tripsinización se depositan 40 µl de tripsina  en cada uno de los pozos de la placa 
donde se han retirado las muestras y los medios durante 5 minutos en una estufa a  37º 
dado que aumentamos la acción de la tripsina para degradar proteínas de unión célula –
célula y célula –sustrato para obtener células en suspensión. 
Para  neutralizar la acción de la tripsina, se añade un medio de cultivo (doble que tripsina) 
M199 20%de suero fetal bovino saturamos así la acción de la proteasa. 
Se recoge todo y se centrifuga a temperatura ambiente durante 8minutos y 190 rev/min 
Tras el centrifugado, se recoge el sedimento y se resuspenden las células en un medio 
de 200 µl de  Amniomax. A continuación, se  sembraron en un cubre de vidrio de 12mm 
de diámetro. Posteriormente se fijaron con paraformaldehído 4% y serán empleadas en 
estudios de inmunocitoquímica se colocan sobre un vidrio en una placa de cultivo con 12 
pocillos 
Los tornillos se recogieron en los siguientes tiempos de estudio: 24h, 3d, 7d, 14d, 21d y 
28d a razón de dos muestras por grupo y tiempo de estudio.  
Los tornillos se fijaron con glutaraldehído 3% y se conservaron a 4ºC hasta su 
procesamiento para microscopía electrónica de barrido. 
7.2.4 IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA. 
7.2.4.1 PRUEBAS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 
La detección de la reacción antígeno-anticuerpo se realizó por el método de la avidina-
biotina usando como trazador la PA según el siguiente protocolo: 
Primero realizamos el lavado de las muestras con PBS 1X (pH=7,4), tres veces, durante 
5 minutos cada vez; posteriormente y como primer paso bloqueamos las zonas de unión 
inespecíficas con BSA (albúmina sérica bovina) al 4% en PBS (pH=7,4), durante 30 
minutos a temperatura ambiente.  
Incubamos las muestras con el anticuerpo primario (según especificaciones de la casa 
comercial) diluido en BSA 4% en PBS durante toda la noche en cámara húmeda a 4 ºC; 
lavamos con PBS 1X-BSA 0,5%, tres veces, durante 5 minutos en cada ocasión, 
posteriormente procedimos a la incubación con el anticuerpo secundario biotinado diluido 
en PBS 1X. Se realizó la incubación, durante 60 minutos en cámara húmeda a 
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temperatura ambiente. Nuevamente lavamos las muestras con PBS 1X tres veces, 
durante 5 minutos cada vez. Incubamos con el complejo Extreptavidina® -PA (dilución 
1:200), durante 60 minutos a temperatura ambiente y de nuevo, lavamos con PBS 1X, 
tres veces, durante 5 minutos. Revelamos con el sustrato cromogénico Fast red durante 
15 minutos (controlando la aparición de marcaje bajo el microscopio, apoyándonos con 
las muestras de controles positivos y negativo).  
La preparación del sustrato cromogénico se realizó inmediatamente antes del revelado 
añadiendo a 10 ml de PBS 1X: 
• 10 mg de α-naftol AS-BI fosfato 
• 10 mg de Fast red 
• 100 µl de levamisol 0.1 M 
Cada uno de los componentes se añadió en el orden indicado y mezclando bien tras la 
adición de cada uno de ellos. Finalmente, se filtró  la mezcla y se añadió inmediatamente 
sobre el tejido. Esta técnica nos permite obtener un marcaje en rojo intenso.  
Para terminar, realizamos tres lavados con agua destilada de 5 minutos, posteriormente 
contrastamos los núcleos con hematoxilina de Carazzi, durante 15 minutos y lavamos en 
agua corriente durante 10 minutos, luego montamos en medio acuoso con Plasdona. 
En todos los casos, se utilizó como control negativo el mismo material biológico al que no 
se le había añadido anticuerpo primario, siendo éste sustituido por tampón lavador (PBS). 
La visualización del marcaje se realizó en un microscopio óptico Zeiss Axiophot (Carl 
Zeiss, Oberkochen, Alemania). 
û Inmunohistoquímica convencional 
La inmunohistoquímica se basa en la detección y localización de componentes celulares 
y tisulares (antígenos) mediante el uso de anticuerpos. (Figura 40). 
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Figura 40: Imagen que muestra la unión anticuerpo-antígeno. 
La técnica utilizada para detectar la reacción antígeno-anticuerpo fue la avidina-biotina 
marcada con fosfatasa alcalina. El marcaje fue estudiado con un microscopio óptico 
(ZEISS, Jena, Germany). 
-Técnica: 
-­‐ Lavado con PBS pH=7,4, tres lavados de 5 minutos cada uno. 
- Bloqueo de sitios inespecíficos con 4% BSA (albúmina sérica bovina) en PBS 
pH=7,4, durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
- Anticuerpo primario diluido (según especificaciones de la casa comercial) en 
PBS-BSA 0,5% pH=7,4; durante toda la noche en cámara húmeda a 4ºC. 
- Lavado con PBS-BSA 0.5% pH=7,4, tres lavados de 5 minutos cada uno. 
- Anticuerpo secundario biotinado; diluido en PBS, durante 45 minutos en 
cámara húmeda a temperatura ambiente. 
- Lavado con PBS-BSA 0.5% pH=7,4, tres lavados de 5 minutos cada uno. 
- Complejo Extreptavidina-Fosfatasa alcalina (1:200), durante 45 minutos a 
temperatura ambiente. 
- Lavado en PBS, tres pases de 5 minutos 
- Añadir el sustrato cromogénico e incubar 15 minutos (controlando bajo el 
microscopio) 
- Lavar con agua destilada, tres pases de 5 minutos. 
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- Tinción de los núcleos celulares con hematoxilina de Carazzi. 
- Montar en medio acuoso (Figura 41) 
 
 
Figura 41: Imagen que muestra de forma esquemática la técnica de inmunohistoquímica 
empleada en nuestro estudio y que ha sido descrita anteriormente. 
 La preparación del sustrato cromogénico se realizó de la siguiente forma: 
 -10 mg α-naftol AS-BI fosfato 
 -10 mg Fast red 
 -100 µl 0.1 M Levamisole 
 -10 ml TRIS buffer 
Se prepara inmediatamente antes del revelado, añadiendo 10 ml de buffer a los 10 mg de 
α-Naftol fosfato y se mezcla. A ésta solución se le añade 10 mg de Fast red y se mezcla 
con lo anterior. Se añaden 100 µl de levamisole. Por último se filtra toda la mezcla para 
eliminar los precipitados y se añade inmediatamente sobre el tejido. Esta técnica permite 
obtener un marcaje en rojo intenso.  
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El revelado de las muestras se llevó a cabo durante 15 minutos en una estufa a 37ºC. 
Por último, los núcleos celulares se contrastaron durante cinco minutos con hematoxilina 
ácida. 
Se utilizó como control negativo el mismo material biológico al que no se le había añadido 
anticuerpo primario, siendo éste sustituido por PBS.  
û Inmunofluorescencia 
Los marcadores más utilizados en inmunofluorescencia son: 
FITC    –Isotiocianato de fluoresceína 
Azul de Evans  
TRITC                        – Isotiocianato tetrametilrodamínico  
Texas Red 
DANS   -  Acido diamino-naftil-sulfónico 
Cy3    -  Indocarbocianina  
Cy5    -  Indodicarbocianina  
AMCA   -  Aminometilcoumarina  
Los procedimientos de fluorescencia en microscopia se muestran en la siguiente imagen 
(Figura 42): 
 
Figura 42: Imagen de los distintos procedimiento de fluorescencia empleados en 
microscopia. 
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El marcaje fue desarrollado sobre tejido fijado con formaldehído al 10 %. La inclusión en 
parafina, la microtomía y el desparafinado de los cortes se realizaron según la técnica 
empleada para microscopía óptica.  
La reacción antígeno-anticuerpo fue detectada utilizando un sistema de amplificación de 
la reacción (TSA TM Plus Fluorescence Systems; Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA, 
USA), con isotiocianato de fluoresceína (FITC) o con cianina 3 (Cy 3). 
-Técnica: 
-­‐ Equilibrado de la muestra en PBS pH 7,4 -­‐ Inhibición de la peroxidasa endógena, con 0.3% H2O2 en Metanol durante 10 
minutos a temperatura ambiente. -­‐ Lavado en agua normal, dos pases de 5 minutos cada uno. -­‐ Bloqueo de sitios inespecíficos con BSA 4% (albúmina sérica bovina) en PBS 
pH=7,4, durante 15 minutos a temperatura ambiente. -­‐ Anticuerpo primario diluido (según especificaciones de la casa comercial) en 
PBS-BSA 0,5% pH=7,4 durante toda la noche en cámara húmeda a 4ºC. -­‐ Lavado con PBS-BSA 0.5% pH=7,4, tres pases de 5 minutos cada uno. -­‐ Anticuerpo secundario biotinado, durante 30 minutos en cámara húmeda a 
temperatura ambiente. -­‐ Lavado con PBS-BSA 0.5% pH=7,4, tres pases de 5 minutos cada uno. 
- Complejo Extreptavidina-HRP (1:600), durante 60 minutos a temperatura 
ambiente en cámara húmeda. -­‐ Lavado con PBS pH=7.4, tres pases de 5 minutos cada uno. -­‐ Incubar en la solución de amplificación con el fluoróforo (FITC/Cy3), (1:2000) 
durante 60 minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda.  -­‐ Lavado con PBS pH=7.4, tres pases de 5 minutos cada uno. -­‐ Tinción de los núcleos celulares con DAPI. -­‐ Montaje con PBS pH=7.4/Glicerol (1:1). -­‐ Se observan las preparaciones a microscopía de fluorescencia (Zeiss 
Axiophot) (ZEISS, Jena, Germany). 
Se utilizó como control negativo el mismo material biológico al que no se le había añadido 
anticuerpo primario siendo este sustituido por solución tampón. 
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Para ambas técnicas empleamos el microscopio óptico con la siguiente preparación de 
las muestras: 
• Deshidratación e inclusión en parafina 
Los fragmentos de piezas destinados al estudio mediante microscopía óptica fueron 
previamente fijados en formol al 10% durante una semana. Transcurrido este tiempo, las 
muestras fueron lavadas en agua, deshidratadas en alcoholes de concentraciones 
crecientes e incluidas en parafina mediante técnicas convencionales en Histología. 
• Procesamiento de los bloques 
Los bloques de parafina conteniendo las piezas fueron cortados con un microtomo 
MICROM a un espesor entre 5-7  micras.  
Los cortes se estiraron en un baño de agua caliente, recogiéndose en portaobjetos 
impregnados de una mezcla de albúmina-glicerina para conseguir una buena adhesión 
de las muestras al portaobjetos, así como para evitar las posibles alteraciones de las 
muestras en los sucesivos pasos de su procesamiento.  
• Técnicas de tinción utilizadas 
Hemos utilizado técnicas histológicas de hematoxilina-eosina y tricrómico de Masson 
(variante de Goldner-Gabe).A continuación se describen cada una de las técnicas: 
Hematoxilina-eosina 
§ Tinción con hematoxilina de Carazzi durante 20 minutos. 
§ Lavado con agua corriente durante 10 minutos para virar la hematoxilina. 
§ Tinción con eosina alcohólica durante 3 minutos. 
§ Lavado de los cortes en agua. 
§ Deshidratación en alcohol al 96% durante 5 minutos 
§ Deshidratación en alcohol al 100% durante 5 minutos. 
§ Aclaramiento en xilol 5 minutos. 
§ Montaje con bálsamo de Canadá. 
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Tricrómico de Masson 
§  Tinción con hematoxilina de Carazzi durante 20 minutos. 
§  Lavado con agua corriente durante 10 minutos. 
§  Tinción con fucsina durante 10 minutos. 
§  Lavado rápido en agua acética al 1%. 
§ Tinción con orange G durante 10 minutos. 
§  Lavado rápido en agua acética al 1%. 
§  Tinción con verde luz durante 10 minutos. 
§  Lavado con agua con unas gotas de alcohol al 96%. 
§  Deshidratación en alcohol al 96% durante 2 minutos. 
§  Deshidratación en alcohol al 100% durante 5 minutos. 
§  Aclaramiento en xilol 5 minutos. 
§  Montaje con bálsamo de Canadá. 
• Cultivo celular 
El control del crecimiento celular de los cultivos se llevó a cabo mediante la observación 
de los frascos de cultivo con un microscopio óptico invertido de contraste de fases 
OLYMPUS T01. 
Para el recuento celular en cámara de Neumbauer se utilizó un microscopio óptico WILD 
HEERBRUGG, mientras que para la observación del marcaje inmunohistoquímico fue 
utilizado un fotomicroscopio ZEISS 
7.2.4.2 ELISA 
La determinación de los niveles de BMP-2 secretados por las células (Fibroblastos y 
MSAT) fueron determinados mediante técnicas de Elisa utilizando un kit específico para 
dicha proteína (ABCAM). La técnica consiste en un enzima inmunoensayo de tipo 
sándwich para la determinación cuantitativa de los niveles de BMP-2 liberados al medio 
de cultivo tanto de fibroblastos como de MSCat. Para la realización de la prueba se 
recogieron los medios de cultivo (tiempos de estudio) y se mantuvieron a –80 °C  hasta el 
momento de su utilización. Para la realización de las medidas el kit viene provisto de una 
microplaca pretratada con un anticuerpo específico contra BMP-2 de rata. La base de la 
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técnica consiste en la realización de una curva estándar para lo cual el Kit viene provisto 
de una muestra de BMP-2 de concentración conocida ( 2000 pg). 
Para la realización de la curva estándar se preparara una solución stock de BMP-2 a 
concentración de 1000 pg/ml. A partir de esta dilución se realizaran diluciones sucesivas 
según se muestra en la siguiente Figura 43. De esta forma se consiguen distintas 
muestras estándar a diferentes concentraciones conocidas de forma que cada dilución 
contiene el 50% de proteína que la dilución inmediatamente anterior, de forma que 
tenemos un gradiente de diluciones comprendido entre 1000 -15,6 pg/ml. Para quitar el 
ruido que pueda ser debido al medio de cultivo utilizaremos éste para realizar el blanco. 
En el momento de la realización de la prueba se descongelará las muestras del medio 
procedente de los cultivos de fibroblastos y MSCat, se centrifura a 1000rpm para eliminar 
los posibles restos celulares que pudieran quedar y se utilizara el sobrenadante para la 
realización de las mediciones. Sobre los pocillos de la placa marcada procedente del Kit 
se añadirán 100 µL de cada solución estándar. 
 Este proceso se realiza por duplicado por lo que se utilizaran 14 pocillos (7 diluciones). 
Otros dos pocillos se emplearan para la realización del blanco. El resto de los pocillos 
serán utilizados para la determinación de los niveles de BMP-2 en los distintos tiempos 
de estudio y para los distintos tipos de células, añadiendo 100 µL  de cada solución 
problema por cada pocillo, haciendo todas las pruebas por duplicado. Una vez cubierta 
toda la placa se incubará la misma durante dos horas a 37°C. Trascurrido este tiempo se 
retirará el contenido de cada pocillo y se lavará cada uno de ellos con 400 µL de solución 
de lavado procedente del kit comercial y preparado según las indicaciones del fabricante. 
A continuación se retirará esta solución y se añadirá la solución del reactivo  A según las 
indicaciones del fabricante. Se incubara durante una hora a 37°C. Posteriormente se 
vuelve a lavar con la solución de lavado durante 1-2 minutos. A continuación se retira la 
solución de lavado y se repetirá este proceso hasta 3 veces más. Terminado este 
proceso se añadirán 100 µL de la solución de trabajo B (según indicaciones del fabricante 
y se incubará la placa durante  30 minutos  a 37°C. Transcurrido este tiempo se retirará 
esta solución y se procederá al lavado de los pocillos tal y como se a descrito con 
anterioridad. Por último se añadirán 90 µL por pocillo de la solución del sustrato 
cromogénico (TMB). Se incuba durante 15–20 minutos a 37 °C hasta que el color de los 
pocillos vire a azul.  
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Figura 43 : Imagen que muestra diluciones sucesivas para conseguir  distintas muestras 
estándar a diferentes concentraciones conocidas de forma que, cada dilución contiene el 
50% de proteína que la dilución inmediatamente anterior. 
La intensidad del color será directamente proporcional a la concentración de proteína 
existente en cada pocillo. Para determinar la concentración de proteína de cada muestra 
problema se leerá la placa en un contador de microplaca a 450 nanómetros lo que nos 
permitirá determinar la absorbancia en cada uno de los pocillos. La absorbancia medida en 
los pocillos donde se encontraba la solución estándar (de concentraciones conocidas ) nos 
permitirá realizar una curva patrón relacionando la absorbancia medida con la 
concentración de proteína presente en cada uno de estos pocillos. La determinación de la 
cantidad de proteína en cada una de las muestra problema se medirá extrapolando los 
valores de absorbancia de cada muestra sobra la curva patrón. 
7.2.4.3  ESTUDIOS MOLECULARES(QRT-PCR)      
Para medir los receptores de membrana se realizan pruebas de inmunohistoquímica por 
inmunofluorescencia, empleando como fluorocromo el DAPI en técnica de PCR 
cuantitativa. PCR cuantitativa, qPCR, Q-PCR o PCR en tiempo real es una variante de la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y simultáneamente 
cuantificar de forma absoluta el producto de la amplificación de ADN. La PCR cuantitativa 
es la metodología más moderna para el estudio de la expresión génica, junto a los chips 
de ADN. La PCR en tiempo real registra la fluorescencia emitida durante toda la reacción 
como un indicador de la producción del amplicón en cada ciclo de PCR, frente a la 
detección en el punto final.  
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Como fluorocromo se empleamos el DAPI. (Figura 44). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44: Imagen de los fluorocromos mas empleados. A la izquierda se observa el DAPI, 
fluorocromo de color azul con una excitación de 365 nm y una emisión de longitud de onda 
de 420 nm, empleado en nuestro estudio. 
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Figura 45: Representación del sistema de detección óptica. 
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Para profundizar en la expresión BMPR como mecanismo para la modulación de la 
diferenciación osteogénica, la expresión génica fue examinada en las distientas líneas 
celulares, tanto fibroblastos como MSCat. 
La sensibilidad osteogénica se correlaciona con la expresión de BMPR-I. Con q-PCR se 
cuantificó la cantidad de BMPRIa, BMPRII y mRNA de BMP-2 tanto en cultivos de 
fibroblastos como MSCat. 
7.2.4.3.1 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL 
(PCR). DISEÑO DEL EXPERIMENTO. 
Los ensayos se realizaron con células MSCat y fibroblastos.  
Hemos evaluado los niveles de expresión de los siguientes genes relacionados con el 
factor morfogenético óseo del tipo 2 y de sus receptores. 
7.2.4.3.2  EXTRACCIÓN DE RNA 
Para la extracción de RNA se utilizaron los cultivos obtenidos de frascos de 25 cm2 a 
confluencia. Como muestra control, se utilizaron cultivos de células sin diferenciar 
cultivadas en el medio Amniomax®. Las muestras se almacenaron a -80º C hasta el 
momento de su utilización. 
La extracción de RNA se llevó a cabo mediante el método del isotiocianato de guanidina-
fenol-cloroformo de Chomczynski y Sacchi (1987). Para ello, las muestras se llevaron a 
un tubo eppendorf estéril que contenía 1 ml de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 
Las muestras se homogeneizaron con ayuda de un émbolo estéril.  
La solución resultante se centrifugó durante 10 minutos a 12000 g y 4º C. El pellet se 
desechó y la solución restante se llevó a un tubo eppendorf limpio y estéril, donde se 
incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa disociación 
de los complejos núcleo-proteicos. Se añadieron 200 µl de cloroformo a temperatura 
ambiente y se mezcló durante 15 segundos por inversión del tubo eppendorf. Se realizó 
una incubación durante 2-3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugó a 14000g 
durante 20 minutos y 4ºC para obtener dos fases separadas por una interfase: una fase 
inferior orgánica de color rosa que contiene el DNA y proteínas y una fase superior 
acuosa e incolora que contiene el RNA. La fase acuosa se transfirió a un tubo eppendorf 
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limpio y estéril que contenía 500 µl de isopropanol frío. Se mezclaron ambas soluciones 
por inversión y se dejó precipitar a 4º C durante toda la noche. 
Posteriormente, se realizó una incubación a temperatura ambiente durante 10 minutos y 
se centrifugó a 14000 g durante 20 minutos a 4º C. El RNA precipitado se observó como 
un pellet gelatinoso. Se eliminó el sobrenadante y se lavó el pellet de RNA con 1 ml de 
etanol 75º. Se centrifugó a 14000g durante 10 minutos a 4º C. Se eliminó el sobrenadante 
y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente en hielo durante 15-20 minutos. Por 
último, se rehidrató el RNA con 20 µl de agua libre de RNAsas mediante incubación 
durante 10 minutos en un baño a 65ºC. 
La integridad del RNA extraído fue comprobada a través de un gel de agarosa al 1% que 
contenía 7 µl de SYBR Green II RNA gel stain (10 000X concentrate in DMSO) 
(Invitrogen). Se mezclaron 2 µl de RNA con 8 µl de agua libre de RNAsas y 2 µl de 
BlueJuice™ Gel Loading Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), que contiene azul de 
bromofenol. La electroforesis se llevó a cabo a 80V durante unos 50 minutos. La 
observación de las bandas se realizó con ayuda de un transiluminador y se desecharon 
aquellas muestras que mostraban degradación del RNA. 
La concentración de cada muestra fue cuantificada midiendo la absorbancia a 260 nm en 
un espectrofotómetro Ultrospec 3100 Pro (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Una 
vez conocida la concentración de cada muestra, se llevaron todas a una misma 
concentración de 50 ng/µl. 
7.2.4.3.3  TRANSCRIPCIÓN INVERSA  
El cDNA fue sintetizado a partir de 500 ng de RNA total mediante transcripción inversa. 
Para ello se mezclaron 10 µl de RNA (50 ng/µl) con 10 µl de mix RT 2X preparado a partir 
de los componentes del Kit. High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA), en las proporciones indicadas a continuación: 
3.2 µl de agua libre de RNAsas 
2 µl de 10X RT Buffer 
0.8 µl de 25X dNTPs 
2 µl Random primers 
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1 µl de Multiscribe Reverse Transcriptase 
1 µl de inhibidor de RNAsas  
En la primera fase, la reacción se sometió a un ciclo de desnaturalización del RNA a 25ºC 
durante 10 minutos en un termociclador. Posteriormente se sometió a un ciclo de síntesis 
del cDNA a 37º C durante 2 horas. Finalmente, se realizó un ciclo de desnaturalización de 
la enzima a 85º C durante 5 segundos. El cDNA obtenido durante el proceso de la 
transcripción reversa fue diluido a razón de 1:20 y almacenado a -80º C. 
7.2.4.3.4  RT-PCR 
û Retrotranscripción in vitro. 
Se realizaron reacciones de retrotranscripción (RT) de los RNAs mensajeros para dar 
lugar a los cDNAs correspondientes empleando el Kit. comercial First Strand cDNA RT-
PCR (AMV) (Roche). Previamente a la elaboración de la reacción, se calentó 1µg de RNA 
total por muestra con cebadores aleatorios a 70ºC durante 10 minutos.  
A esta mezcla se añadió otra que contenía dNTPs 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 
buffer de reacción 1X, cloruro de magnésico 25 mM, 50U de inhibidor de RNasa y 20U de 
retrotranscriptasa de AMV. Las mezclas de reacción se incubaron a 25ºC durante 10 min. 
seguido de una incubación a 42ºC durante 1 h. Finalmente, se realizó una incubación de 
5 min. a 99ºC. 
û PCR en Tiempo Real. 
Para llevar a cabo las reacciones de PCR en tiempo real de los genes indicados se 
utilizaron las parejas de oligonucleótidos anteriormente descritos. Las condiciones de la 
mezcla de reacción se diseñaron a partir de las recomendadas por el Kit. comercial 
Lightcycler FastStart DNA Master SYBR GreenI de Roche para 20 µl de volumen final y 
fueron: 1 µl del volumen de la reacción de retrotranscripción para los genes GAPDH y 
Cbfa1 y 2 µl del volumen de la reacción de retrotranscripción para los genes BMP-2, 
BMP2R1, BMP2R2, 2 µl de la mezcla comercial “Hot Start” Reaction Mix de Roche, 
compuesta de sonda fluorescente SYBR Green I, FastStart Taq polimerasa, dNTPs y 
buffer de reacción, cloruro de magnésico 4 mM y agua tratada con DEPC. La 
concentración de cebadores para los genes fue de 0,5 µM. Una vez generadas las 
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mezclas de reacción, se sometieron a un programa de ciclos de PCR teniendo en cuenta 
las variables de tiempo y temperatura específicas para cada uno de los amplicones a 
analizar en cada reacción, según las condiciones optimizadas para cada caso. Todos los 
ensayos fueron realizados en el termociclador Lightcycler de Roche. 
Condiciones de reacción de PCR en tiempo real. 
Gen       Tª anillamiento       t de elongación              Ta de lectura de fluorescencia 
BMP-2  62ºC    8”     72ºC 
BMPRI-2 62ºC    6”     72ºC 
BMPRII-2 62ºC    6”     72ºC 
Cbfa1  57ºC    6”     72ºC 
GAPDH 60ºC    6”     72ºC 
Tabla  8: Análisis matemático de resultados PCR en tiempo Real. 
La fluorescencia emitida por la sonda SYBGreen I durante las reacciones de PCR en 
tiempo real descritas se analizó empleando el software LightCycler 4.05 (Roche) y se 
obtuvieron los valores de crossing point (CP) para el gen diana y el gen de referencia 
(GAPDH) en cada una de las muestras. En cada reacción de PCR en tiempo real se 
incluyó una curva de calibración, y a partir de su pendiente se calculó el valor de 
eficiencia de reacción. Para cada muestra, se determinaron mediante interpolación con la 
curva patrón las cantidades correspondientes al gen diana y al gen de referencia. 
Posteriormente, se calculó el contenido (porcentaje) de ADN como el cociente entre la 
cantidad de la secuencia del gen diana y la cantidad de la secuencia del gen de 
referencia. 
Para comprobar la presencia de un único producto de PCR se realizó un gel de agarosa 
al 2% (SeaKem® GTG® Agarose, Cambrex, Rockland, ME, USA) en tampón TBE 1X, al 
que se añadieron 7 µL de SYBR Green. 
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Gen Secuencia cebador S (5´→3´) Secuencia cebador AS (5´→3´) 
Tª 
anillamiento 
GAPDH 
TGA ACG GGA AGC TCA 
CTG G 
TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA 60 ºC 
BMP-2 
CCA GGT TAG TGA CTC 
AGA ACA C 
TCA TCT TGG TGC AAA GAC 
CTG C 
60 ºC 
BMPRIa 
GAT TCA CCA AAA GCC 
CAG 
CCC ATC CAT ACT TCT CCA TA 52 ºC 
BMPRII 
AGA AAT CAA AAG GGG 
ACA TCA AT 
CAT AAG GCG ACT ATC AAA 
ACA GC 
60 ºC 
 
Tabla  9: Cebadores empleados en la RT-PCR 
7.2.5 ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN. 
Se realizan cultivos celulares para ver el comportamiento celular de los fibroblastos y de 
las MSCat en un periodo de incubación de 24 horas en un medio Amiomax . 
Tras su siembra, todas las prótesis obtenidas, son fijadas con glutaraldehido al 3% 
durante 2-4 horas y a continuación lavadas con tampón MILLONIG. 
 Una vez fijadas, se procede a la deshidratación de las piezas mediante series crecientes 
de acetonas (30%, 50%, 70%, 90% y 100%) durante 10 minutos por serie. 
Posteriormente, las piezas deshidratadas se montan en estuches de papel de filtro con 
objeto de someterlas a punto crítico en un Polaron E-3000 con CO2. Una vez desecadas 
totalmente, las piezas son montadas en platinas de acero (ANAME) y metalizadas con 
oro-paladio en un metalizador POLARON. De esta manera las muestras quedan 
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preparadas para su observación a microscopía electrónica de barrido en un microscopio 
DSM-950 (ZEISS) 
Soluciones para preparar los distintos tampones: 
SOLUCIÓN A Dihidrógeno fosfato de sodio 1-hidrato al 2,26% en 
agua  destilada. 
SOLUCIÓN B Hidróxido sódico al 2,52% en agua destilada. 
SOLUCIÓN C Glucosa al 5,4% en agua destilada. 
SOLUCIÓN D Cloruro de calcio al 1% en agua destilada. 
 
 * TAMPÓN MILLONIG LAVADOR Y CONSERVADOR:  
          Este tampón esta formado por las siguientes soluciones: 
SOLUCIÓN A 500 ml 
SOLUCIÓN B 100 ml 
SOLUCIÓN C 100 ml 
* TAMPÓN MILLONIG SIN GLUCOSA PARA LA PREPARACIÓN DEL 
GLUTARALDEHIDO AL 3%. 
SOLUCIÓN A 500 ml 
SOLUCIÓN B 100 ml 
Glutaraldehído  6 ml 
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Tampón sin glucosa  44 ml 
Deshidratación e inclusión en parafina 
 Las muestras fijadas en líquido de Bouin, fueron deshidratadas e incluidas en 
parafina siguiendo la siguiente metodología: 
            Alcohol 96º      30 minutos 
 Alcohol 100º      1 hora. (3 x 20 min). 
 Alcohol 100º/Acetato de n-butilo (1:1)  30 minutos  
 Acetato de n-butilo     1 hora. (3 x 20 min). 
 Acetato de n-butilo/parafina (*)   30 minutos. 
 Parafina (*)      3 horas.  
(*) Estos dos últimos pasos se realizaron en una estufa a 60ºC.       
Finalizado el tiempo en parafina, se procedió a la realización de los bloques. Para ello se 
utilizó parafina pura a 60ºC, ésta fue vertida en un molde en el que se depositó a 
continuación la pieza, orientándola en la posición adecuada para proceder a su 
microtomía. 
b )Procesamiento de los bloques 
Los bloques de congelación, se cortaron en un criostato LEICA CM 1850 a una 
temperatura de -20ºC, en secciones de 5 µm de espesor recogidas en portaobjetos 
impregnados de una solución de polilisina al 10% en agua destilada. Los portaobjetos con 
las secciones de tejido, se guardaron a -20ºC hasta la realización de las técnicas 
inmunohistoquímicas.  
Los bloques de parafina, se cortaron con un microtomo MICROM HM 325, en secciones 
de 5 µm de espesor, se estiraron en un baño de agua caliente, se recogieron en 
portaobjetos impregnados con la solución de polilisina al 10% en agua destilada y se 
mantuvieron en una estufa a 37ºC durante al menos una noche, para conseguir una 
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buena adhesión de las muestras al vidrio. Tras este procedimiento, se realizaron las 
técnicas inmunohistoquímicas. 
b) Procesamiento de las células 
Las células sembradas en cubreobjetos fueron lavadas con PBS 1X, y fijadas en todos 
los casos con una disolución de paraformaldehido al 2%, durante 15 minutos. 
Seguidamente, se realizaron tres lavados con PBS 1X, y se guardaron en este mismo  
tampón a 4ºC hasta la realización de las técnicas inmunohistoquímicas.  
7.2.6 ESTUDIOS DE MIGRACIÓN. 
Por otro lado, se realiza un ensayo paralelo de  portas excavados,  en cada uno de los 
portas que utilizamos hay 3 pocillos. En el pocillo del extremo izquierdo colocamos una 
esponja de colágeno que fue empapada con BMP-2. En el extremo contrario, colocamos 
otra esponja de colágeno a la que añadimos medio Amniomax como muestra la siguiente 
figura.(Figura 46). 
 
 
Figura 46: Esquema del diseño de un ensayo de portas excavados  donde se localiza una 
esponja de colágeno con medio amniomax a la izquierda, a la derecha una espoja con 
amniomax+BMP-2  y en el centro se coloca la siembra celular. 
Una vez ambas esponjas estuvieron impregnadas, en el pocillo central sembramos  
50.000 células. 
En este ensayo los grupos de estudios fueron dos: 
-Fibroblastos (n=8) 
- (n=8) 
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Figura 47: Esquema del diseño de un ensayo paralelo de portas excavados para estudios de 
migración celular.Las flechas rojas marcan la direccion e intensidad de la migración celular. 
En cada uno de los portas tenemos BMP-2 y control (sin BMP-2). 
Los tiempos en los que recogimos las muestras fueron: 24h, 48h, 7d y 14d a razón de 
dos muestras por tiempo y grupo de estudio. 
Las esponjas de colágeno se fijaron en una solución fijadora para técnicas de 
microscopia óptica (F13) para ser empleadas en técnicas histológicas e 
inmunohistoquímicas. Los portas se fijaron con paraformaldehído 4% para realizar 
estudios de migración celular por inmunocitoquímica. 
Por otro lado, se realiza un ensayo paralelo de  portas excavados. Este experimento lo 
hacemos con la intención de estudiar la migración celular. 
En cada uno de los portas que utilizamos hay 3 pocillos. En el pocillo del extremo 
izquierdo colocamos una esponja de colágeno que fue empapada con BMP-2. En el 
extremo contrario, colocamos otra esponja de colágeno a la que añadimos medio 
Amniomax. 
 Una vez ambas esponjas estuvieron impregnadas, en el pocillo central sembramos 
50.000 células. 
189   Materiales y Métodos
 
 
En este ensayo los grupos de estudios fueron dos: 
-Fibroblastos (n=8) 
-MSCat (n=8) 
En cada uno de los portas tenemos BMP-2 y control (sin BMP-2). 
Los tiempos en los que recogimos las muestras fueron: 24h, 48h, 7d y 14d a razón de 
dos muestras por tiempo y grupo de estudio. 
Las esponjas de colágeno se fijaron en F13 para ser empleadas en técnicas histológicas 
e inmunohistoquímicas.  
Los portas se fijaron con paraformaldehído 4% para realizar estudios de migración celular 
por inmunocitoquímica. 
7.2.7  COMPORTAMIENTO DE LA SUPERFICIE DEL TITANIO IN VITRO. 
7.2.7.1   TRATAMIENTO ENZIMÁTICO 
Una vez que las células (fibroblastos o MSCat) han alcanzado la semiconfluencia (80% 
del frasco de cultivo recubierta) se procedió al tratamiento enzimático con una solución de 
tripsina durante 5 minutos a 37 C. Para ello, se preparó una solución de tripsina al 1%  en 
tampón HBSS libre de calcio y magnesio.  
Una vez preparada la solución enzimática, se procedió de la siguiente manera:  
Primero se retiró el medio de cultivo con ayuda de una pipeta de 5 ml. 
Se lavaron las células con una suspensión de HBSS al 1% en agua destilada estéril para 
eliminar los restos de medio de cultivo y retirar las trazas de Ca2 y Mg2 que puedan estar 
influyendo en el proceso de adherencia de las células a la superficie de cultivo. 
Se añadieron 2 ml de la solución de tripsina al 1% en HBSS preparada previamente. Se 
incubó a 37 C durante 5 minutos, tiempo suficiente para que las células se despeguen de 
su sustrato.  Es importante controlar el tiempo de incubación ya que la tripsina tiene un 
potente efecto nocivo sobre las células de forma que tiempos prolongados de tratamiento 
enzimático puede provocar la muerte celular por citotoxicidad.  
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Una vez transcurridos los 5 minutos de incubación, se añadieron 10 ml de medio de 
cultivo con 20% de suero fetal bovino. Las proteínas presentes en el suero bloquean la 
enzima que permanece activa. De esta forma conseguimos bloquear la acción enzimática 
sobre las células en cultivo.  
Tras la desactivación de la enzima, se recogió la suspensión celular en un tubo cónico y 
se centrifugó a 1050 rpm durante 10 minutos. Se retiró el sobrenadante y se resuspendió 
el pellet celular en 1 ml del medio de Medio Amniomax.  
Se realizó un recuento de células viables mediante la técnica de tinción con Azul Tripán y 
posterior recuento en cámara de Neubauer siguiendo la metodología descrita en 
apartados anteriores. 
Una vez realizado el recuento, se suspendieron las células a razón de 500000 cél/ml. 
7.2.7.2  SIEMBRA Y TIEMPOS DE ESTUDIO. 
Se realizaron tres grupos de estudio para cada estirpe celular(fibroblastos y MSCat): 
A/grupo control(tornillo sin tratar) 
B/ Tornillos tratados con acido carboxietilfosfonico 
C/Tornillos tratados con ácido mas BMP-2 
Para los tres grupos de estudio se siguió la misma metodología de siembra. En primer 
lugar se colocaron los tornillos en una placa de 96 pocillos. A continuación se añadieron 
sobre los tornillos 100 µl de suspensión celular a razón de 500.000 cél/ml de forma que 
cada tornillo fue sembrado por un total de 50.000 células viables. A continuación se 
incubo la placa a 37 C durante 30 minutos en un incubador a 5 % de CO y 99%de 
humedad. Bajo estas condiciones se asegura la adhesión celular sobre las distintas 
superficies sembradas. Transcurrido este tiempo se añadieron 200 µl de medio Amiomax 
a cada uno de los pocillos y se incubaron en las mismas condiciones anteriormente 
descritas durante los distintos tiempos de estudio( 24 horas, 3, 7 14 ,21 y 28 días). El 
medio de cultivo fue renovado cada 24 horas. 
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El número de muestras para cada estirpe celular y cada grupo de estudio fue de 4 para 
cada uno de los tiempos. Para evitar posibles contaminaciones cada una de las estirpes 
celulares fue sembrada en placas diferentes. 
El resto de los pocillos de cada una de las placas no ocupadas por los tronillos 
pertenecientes a cada grupo fueron utilizados como control del crecimiento celular a cada 
uno de los tiempos. 
7.2.7.3  OBSERVACIÓN A MEB 
A cada tiempo de estudio se obtuvieron 4 muestras para cada estirpe celular y grupo de 
estudio. Cada una de las muestras fue fijada durante 2 horas en una solución de 
glutaraldehido al 0,3%. Trascurrido el tiempo de fijación se retiraron los restos de 
glutaraldehido mediante la inmersión de las muestras en una solución tampón Milloning. 
Tras este proceso de lavado se procesaron las muestras para su observación al 
microscopio electrónico de barrido siguiendo el protocolo descrito en apartados 
anteriores. La muestras fueron observadas en un microscopio electrónico de barrido 
Zeiss DSM950, lo que nos permitió estudiar el estado de las células sobre la superficie de 
los tornillos perteneciente  a cada uno de los grupos en los distintos tiempos de estudio.
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7.3 ESTUDIOS IN VIVO. 
7.3.1  BIOCOMPATIBILIDAD 
Para los estudios de biocompatibilidad in vivo se implantaron, a nivel subcutáneo 12 
tornillos (4 por cada grupo de estudio) en 6 conejos de New Zealand, de peso comprendido 
entre 3,2-3,5 Kg(3,375 ± 0,250kg). El manejo de los animales se hizo conforme a la 
Normativa Internacional vigente sobre animales de experimentación  (609/86/CEE y ETS 
123). Los animales fueron mantenidos en un módulo de estabulación para el alojamiento 
individual de cada uno de ellos. La alimentación consistió en una dieta completa de 
mantenimiento para conejo (PANLAB
®
) que fue administrada tanto en el periodo 
preoperatorio como a partir de las veinticuatro horas del postoperatorio.  Las condiciones 
de luz y temperatura fueron constantes durante todo el tiempo del estudio. 
Previamente a la cirugía, los animales fueron anestesiados con una mezcla de clorhidrato 
de ketamina (Ketolar®), 70 mg/kg, diazepam (Valium®), 1.5 mg/kg y clorpromazina 
(Largactil®), 1,5 mg/kg de peso, administrada por vía intramuscular.  
Tras el rasurado y desinfección con povidona yodada de toda la pared anterior del 
abdomen, mediante técnica quirúrgica estéril, se  seccionó la piel  y se implantaron 2 
tornillos por cada animal a nivel subcutáneo, uno a cada lado de la línea media abdominal. 
Se diseñaron los siguientes grupos de estudio: 
4) Tornillos sin tratar.(n=4) 
5) Tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico.(n=4) 
6) Tornillos con tratamiento ácido + BMP-2.(n=4) 
 
El tiempo de estudio fue 14 días momento en el cual los animales fueron sacrificados por 
sobredosis anestésica. Una vez sacrificados los animales, se procedió a la localización de 
los distintos tornillos y se realizo un estudio macroscópico de la zona donde habían sido 
implantados los mismos. A continuación se procedió a la toma de muestras de forma que 
por un lado, se extrageron los tornillos implantados y por otro, se tomaron pequeñas 
biopsias del tejido celular subcutáneo de las zonas de implantación. 
193   Materiales y Métodos
 
 
7.3.1.1 ESTUDIO HISTOLÓGICO DEL TEJIDO 
Las biopsias del tejido celular subcutáneo fueron fijadas en solución fijadora F13 y 
posteriormente procesadas para su observación a microscopia óptica, para lo cual las 
biopsias fueron deshidratadas e incluidas en parafina según los protocolos descritos en 
apartados anteriores. Para la realización de estos estudios histológicos se obtuvieron 
secciones de 5-8 µm que fueron teñidas con hematoxilina-eosina, lo que nos permitió 
estudiar la posible existencia de reacción a cuerpo extraño y la reacción inflamatoria en la 
zona del implante. Estos estudios de biocompatibilidad fueron ampliados mediante la 
observación de células macrofágicas (anticuerpos anti-RAM11)  en respuesta a la 
presencia de un material extraño como pueda ser los tornillos de titanio pertenecientes a 
cada uno de los grupos. 
Los estudios histológicos se completaron con la técnica de tinción de rojo alizarina. Esta 
tinción  nos permitió determinar la producción y depósito de iones Ca en la zona del 
implante, muestra indicativa del poder osteoinductor de los tornillos pertenecientes a los 
distintos grupos de estudio. 
7.3.1.1.1 TINCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA 
Es un colorante básico y otro ácido para teñir de diferente color a las estructuras ácidas y 
básicas de la célula. Antes de proceder a la tinción, partimos de cortes de parafina, por lo 
que hay llevar a cabo unos tratamientos previos sobre las secciones como es el 
desaparafinado, puesto que estos cortes son hidrosolubles. En la siguiente figura 48 
mostamos como se procedió al tratamiento de las muestras. 
194   Materiales y Métodos
 
 
 
Figura 48: Imagen esquemática que muestra el procedimiento previo a las tinciones 
histológicas, como el desaparafinado. 
El estudio histológico con hematoxilina-eosina se realizo siguiendo el siguiente 
procedimiento: 
§ Tinción con hematoxilina de Carazzi durante 20 minutos. 
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§ Lavado con agua corriente durante 10 minutos para virar la hematoxilina. 
§ Tinción con eosina alcohólica durante 3 minutos. 
§ Lavado de los cortes en agua. 
§ Deshidratación en alcohol al 96% durante 5 minutos 
§ Deshidratación en alcohol al 100% durante 5 minutos. 
§ Aclaramiento en xilol 5 minutos. 
§ Montaje con bálsamo de Canadá. 
7.3.1.1.2 MARCAJE DE CÉLULAS MACROFÁGICAS CON RAM-11 
El estudio inmunohistoquímico fue efectuado empleando un anticuerpo monoclonal 
especifico para macrófagos de conejo (RAM-11)  Tras la rehidratación de las muestras en 
solución de tamponada de fosfato salino (PBS) pH 7.4 y el bloqueo específico con 
albúmina de suero bovino (BSA) al  3%, las muestras se incubaran con el anticuerpo 
primario durante 12 h a 4º C. A continuación las preparaciones fueron lavadas con PBS-
BSA, e incubadas con un anticuerpo anti-ratón biotinado (IgG, Sigma, St. Louis, USA) 
durante 1 h, lavadas con PBS-BSA, incubadas con Estreptoavidina-Fostatasa alcalina 
(Sigma,St. Louis, USA). El marcaje fue detectado empleando un sustrato cromogénico, 
Fast red. Los núcleos fueron contrastados con hematoxilina. 
El procesado de las muestras para la realización de las técnicas inmunohistoquímicas fue 
el mismo que se utilizó en los estudios de microscopía óptica (inclusión en parafina, 
microtomía y desparafinado de los cortes).  
Como control negativo se utilizó el mismo material biológico al que no se le había añadido 
anticuerpo primario, siendo éste sustituido por solución tamponada lavadora (PBS). 
El protocolo para la realización de la técnica fue: 
Lavados con PBS (pH=7,4), tres pases de 5 minutos cada uno. 
Bloqueo de zonas de unión inespecíficas con BSA (albúmina sérica bovina) al 4% en PBS 
(pH=7,4), durante 15 minutos a temperatura ambiente. 
Anticuerpo primario diluido en TBS-BSA 0,5%. Se mantiene durante toda la noche en 
cámara húmeda a 4ºC. 
Lavado con PBS-BSA 0,5%, tres pases de 5 minutos cada uno. 
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Anticuerpo secundario biotinado; diluido en TBS, durante 60 minutos en cámara húmeda a 
temperatura ambiente. 
§ Lavado con PBS-BSA 0,5%, tres pases de 5 minutos cada uno. 
§ Complejo Extreptavidina(-Fosfatasa alcalina (1:200), durante 60 minutos a temperatura 
ambiente. 
§ Lavado en PBS, tres pases de 5 minutos. 
§ Añadir el sustrato cromogénico e incubar 15 minutos (controlando la aparición de 
marcaje bajo el microscopio).  
El sustrato cromogénico se tiene que preparar inmediatamente antes del revelado, 
añadiendo a 10 ml de PBS 10 mg de α-naftol AS-BI fosfato y se mezcla. A esta solución se 
le añade 10 mg de Fast red y se mezcla con lo anterior. Se añaden 100 µl de levamisole. 
Por último, se filtra toda la mezcla y se añade inmediatamente sobre el tejido. Esta técnica 
permite obtener un marcaje en rojo intenso.  
Una vez revelado con el sustrato cromogénico, se procede de la siguiente manera: 
§ Lavado con agua destilada, tres pases de 5 minutos. 
§ Tinción de los núcleos celulares con hematoxilina de Carazzi, durante 15 minutos. 
§ Lavado en agua corriente, 10 minutos. 
§ Montaje en medio acuoso con Plasdona. 
7.3.1.1.3 TINCIÓN ROJO ALIZARINA 
La alizarina es una antraquinona sintética, que forma quelatos con el calcio. También 
podría quelar grupos fenoles y sulfónicos. Nos permite observar las calcificaciones. 
 
Soluciones y reactivos:  
Rojo de Alizarina S ---------- 0,1%. Se añade amoníaco gota a gota hasta que se torna de 
color rojo vino. 
Contraste: Verde luz ----------0,1% 
 
Procedimiento: 
1-. Desparafinar las muestras y rehidratarlas. 
2-.Teñir con el rojo de alizarina durante 1 hora. 
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3- Lavar en H2O destilada. 
4- Teñir con Verde Luz durante 10 segundos. 
5- Secar las muestras con papel filtro 
6- Deshidratar en: Alcohol de 70º (10 minutos), Alcohol de 96º (10 minutos), Alcohol 100º 
(10 minutos) y Xilol. 
7- Montaje con bálsamo de Canadá. 
7.3.1.2 ESTUDIO MEB 
Los tornillos extraídos fueron fijados con glutaraldheido al 3 % y procesados para su 
observación a microscopia electrónica de barrido según el protocolo descrito en apartados 
anteriores
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8 RESULTADOS 
8.1  MODIFICACIÓN SUPERFICIE: TRATAMIENTO CON ÁCIDO 
CARBOXIETILFOSFÓNICO. 
8.1.1 HUMECTABILIDAD. 
Presentamos aquí los resultados de humectabilidad de nuestro estudio, considerando 
estos datos como un instrumento interesante, que puede conducir a optimizar el proceso 
de osteointegración mediante un tratamiento superficial con una sustancia químicamente 
eficiente que proporciona grupos de anclaje funcionales.  
Mediante ensayos de humectabilidad de superficie tenemos una prueba fiable y fácil de 
realizar que nos indica la hidrofilia de la superficie de las muestras de titanio  y, por  tanto, 
la capacidad de adhesión a los fluidos.  
En nuestro estudio se recogen dos muestras de 10 elementos (mediciones) cada una. La 
primera muestra corresponde a la superficie sin tratar (control) y la segunda a la superficie 
tratada con ácido carboxietilfosfónico (tratadas). En la siguiente tabla se muestran los 
resultados de la medición de los ángulos de contacto de la superficie sin tratar y tratada. 
 En nuestro estudio comparamos dos grupos independientes de observaciones (muestras 
control y muestras tratadas) con respecto a la variable ángulo de contacto y por tanto 
utilizaremos el  análisis estadístico t de Student para dos muestras independientes.  
Consideremos los datos que se muestran en la Tabla 10, correspondientes a 10 
mediciones del ángulo de contacto de cada uno de los grupos, tanto de las muestras 
control como de las muestras tratadas, de modo que se desea comparar el ángulo de 
contacto de ambos grupos. 
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  Muestras control Muestras tratadas 
Muestra 1 66.7˚ 19.1˚ 
Muestra 2 64.3˚ 20.8˚ 
Muestra 3 63.2˚ 18.7˚ 
Muestra 4 67.9˚ 18.3˚ 
Muestra 5 68.6˚ 18.8˚ 
Muestra 6 66.9 ˚ 18.5 ˚ 
Muestra 7 68.5 ˚ 18.4 ˚ 
Muestra 8 67.8 ˚ 18.7 ˚ 
Muestra 9 68.3 ˚ 18.5 ˚ 
Muestra 10 67.8 ˚ 18.6 ˚ 
Tabla  10: En la siguiente tabla se muestran las mediciones de los ángulos de contacto, tanto 
de las muestras control como de las tratadas con ácido carboxietilfosfónico. 
La aplicación de test paramétricos requiere la normalidad de las observaciones para cada 
uno de los grupos. La comprobación de esta hipótesis la vamos a realizar por métodos 
gráficos por medio de histogramas y diagramas de cajas. 
Así mismo, este tipo de metodología exigirá que la varianza en ambos grupos de 
observaciones sea la misma. En primer lugar se desarrollará el test t de Student para el 
caso en el que se verifiquen ambas condiciones, discutiendo posteriormente el modo de 
abordar formalmente el caso en el que las varianzas no sean similares. 
• Muestras de control 
La siguiente grafica muestra el diagrama de cajas para las mediciones tomadas en las 
muestras de control. 
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Media 67 
Mediana 67,8 
Desviación estándar 1,838477631 
Varianza de la muestra 3,38 
Curtosis 0,964294884 
Coeficiente de 
asimetría 
-
1,411719217 
Rango 5,4 
Mínimo 63,2 
Máximo 68,6 
 
 
Figura 49: Representación de: A )diagrama de cajas de las muestras control Este rectángulo 
está dividido por un segmento vertical que indica donde se posiciona la mediana (67,8).  Esta 
caja se ubica a escala sobre un segmento que tiene como extremos los valores mínimo y 
máximo de la variable. Las líneas que sobresalen de la caja se llaman bigotes y B) las 
mediciones representadas en la gráfica A. 
 
• Muestras tratadas 
La siguiente grafica muestra el diagrama de cajas para las mediciones de ángulo de 
contacto tomadas en las muestras tratadas. 
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Media 18,84 
Mediana 18,65 
Desviación estándar 0,724492159 
Varianza de la muestra 0,524888889 
Curtosis 1,476798252 
Coeficiente de 
asimetría 
1,932022636 
Rango 2,5 
Mínimo 18,3 
Máximo 20,8 
 
Figura 50: Representación de: A )diagrama de cajas de las muestras tratadas El diagrama de 
caja muestra el recorrido intercuartílico. El rectángulo está dividido por un segmento vertical 
que indica donde se posiciona la mediana (18,65).  La caja se ubica a escala sobre un 
segmento que tiene como extremos los valores mínimo (18,3) y máximo (20,8) de la variable. 
Las líneas que sobresalen de la caja se llaman bigotes. Estos bigotes tienen un límite de 
prolongación, de modo que cualquier dato o caso que no se encuentre dentro de este rango 
es marcado e identificado individualmente. 
B) las mediciones representadas en la gráfica A. 
Una vez analizada la normalidad de las observaciones para cada uno de los grupos y bajo 
la hipótesis de normalidad e igual varianza la comparación de ambos grupos puede 
realizarse en términos de un único parámetro como el valor medio, de modo que en el 
caso planteado la hipótesis de partida será, por lo tanto: 
H0: La media del ángulo de contacto es igual en ambos grupos 
El t test para dos muestras independientes se basa en el estadístico 
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Si la hipótesis de partida es cierta el estadístico t seguirá una distribución t de Student con 
n+m-2 grados de libertad. De ser así, el valor obtenido debería estar dentro del rango de 
mayor probabilidad según esta distribución. Se ha tomado un nivel de significación 
estadística de p‹0,05. 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales 
  
Muestras de 
control 
Muestras 
tratadas 
Media 67 18,84 
Varianza 3,38 0,52488889 
Observaciones 10 10 
Varianza agrupada 1,95244444 
 Diferencia hipotética de las 
medias 
0 
 Grados de libertad 18 
 Estadístico t 77,0694284 
 P(T<=t) una cola 1,948E-24 
 Valor crítico de t (una cola) 1,73406359 
 P(T<=t) dos colas 3,8959E-24 
 Valor crítico de t (dos colas) 2,10092204  
Tabla  11: Prueba t de Student de las dos muestras (grupo contol-grupo tratado). 
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La región de aceptación corresponde por lo tanto a los valores centrales de la distribución 
para los que p>0.05. En nuestro estudio el valor critico correspondiente es de 1,734, de 
modo que existe evidencia estadística de que el Angulo de contacto medio en ambos 
grupos es diferente. Como el estadístico que se obtiene toma un valor mayor que el valor 
crítico la diferencia es significa. 
El caso en el que se dispone de dos grupos de observaciones independientes con 
diferentes varianzas, la distribución de los datos en cada grupo no puede compararse 
únicamente en términos de su valor medio. El contraste estadístico planteado 
anteriormente requiere de alguna modificación que tenga en cuenta la variabilidad de los 
datos en cada población. Obviamente, el primer problema a resolver es el de encontrar un 
método estadístico que nos permita decidir si la varianza en ambos grupos es o no la 
misma. El F test o test de la razón de varianzas viene a resolver este problema. Bajo la 
suposición de que las dos poblaciones siguen una distribución normal y tienen igual 
varianza se espera que la razón de varianzas: 
 
siga una distribución F de Snedecor con parámetros (n-1) y (m-1). 
Como en el estudio anterior se desee comparar el ángulo de contacto en los dos grupos 
tanto las muestras de control como las tratadas. La aplicación del estadístico t no será 
factible, ya que las varianzas en ambos grupos son sustancialmente distintas. En este caso 
la razón de varianzas es de 3,38 / 0,52 = 6,43, valor que se debe comparar con una 
distribución F. El valor-p asociado será p<0.05, siendo muy poco probable que las 
observaciones provengan de poblaciones con igual variabilidad. 
 
 
 
205   Resultados
 
 
Prueba F para varianzas de dos muestras 
  
Muestras 
de control 
Muestras 
tratadas 
Media 67 18,84 
Varianza 3,38 0,524888889 
Observaciones 10 10 
Grados de libertad 9 9 
F 6,43945809 
 P(F<=f) una cola 0,00528431 
 Valor crítico para F (una cola) 3,1788931  
Tabla  12: Valores registrados en la Prueba F  de las dos muestras de estudio 
Una prueba F devuelve la probabilidad de que las varianzas de los grupos no presenten 
diferencias significativas y asi determinar si las varianzas de los dos grupos de muestras 
son diferentes. En nuestro caso de estudio, donde no se debe aplicar el contraste basado 
en t, podemos utilizar una modificación del t test para el caso de varianzas desiguales, 
conocido como el test de Welch basada en el estadístico: 
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales 
 
Muestras de 
control 
Muestras 
tratadas 
Media 67 18,84 
Varianza 3,38 0,524888889 
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Observaciones 10 10 
Diferencia hipotética de las medias 0 
 Grados de libertad 12 
 Estadístico t 77,0694284 
 P(T<=t) una cola 7,584E-18 
 Valor crítico de t (una cola) 1,78228755 
 P(T<=t) dos colas 1,5168E-17 
 Valor crítico de t (dos colas) 2,17881283  
Tabla  13: Valores registrados para la Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas 
desiguales. 
La media de las muestras µ1=67 y µ2=18,84 con las variabilidades anteriormente 
expresadas. Esto conduce a un valor del estadístico de t=77,06 a relacionar con una 
distribución t de Student con aproximadamente 12 grados de libertad. El crítico resultante 
es 1,78228755, con lo cual podemos rechazar la hipótesis nula y concluir que hay 
diferencia estadísticamente significativas entre la media del grupo control(tornillos sin 
tratar) y la media del grupo de tornillos tratados con ácido carboxietilfosfonico.  
8.1.2 ESPECTROS DE SUPERFICIE. 
Se realiza espectro de superficie tanto de los tornillos tratados con ácido como de los 
tornillos sin tratamiento, lo que nos permite determinar la composición química de la 
superficie de los tornillos de ambos grupos de estudio. En este sentido la emisión de rayos 
x nos permite realizar un espectro de superficie en el cual, da como resultado una 
composición de los tornillos a base de una aleación formada fundamentalmente por titanio 
y aluminio con presencia de vanadio y cobre. Cuando realizamos este mismo análisis en 
los tornillos tratados con ácido carboxietilfosfonico observamos pocas variaciones en el 
espectro en cuanto a la composición química de los tornillos.(Figura 51): 
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Cuando analizamos la superficie, tanto de los tornillos control como de los tornillos tratados 
a microscopia electrónica de barrido con emisión de rayos x, podemos determinar la 
cantidad de cada uno de los componentes químicos de la superficie de los mismos, así 
podemos ver las diferencias existentes en la composición química de la superficie 
motivadas por la acción del tratamiento con el ácido. Dentro de estas diferencias, la más 
significativa es la ausencia de moléculas de cobre en la superficie de los tornillos tratados 
(Figura 52, Figura 53) 
 
 
Figura 51: Espectro de la composición de la superficie de los tornillos estudiada a M.E.B a 
1000x.A)Grupo control; B)Grupo tratado. 
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Figura 52::Diferencias en la composición química (%) de los tornillos controles frente a los 
tornillos tratados. Determinaciones realizadas mediante emisión de rayos x a 3000x, 
1000x,250x y 50x.A) Grupo control; B) Grupo tratado. 
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Figura 53:Diferencias en la composición química de los tornillos controles frente a los 
tornillos tratados. Determinaciones realizadas mediante emisión de rayos x a 50x. 
8.1.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO. 
El estudio a microscopia electrónica de barrido nos permite observar como a pequeños 
aumentos (50x), la superficie craneal de los tornillos pertenecientes al grupo tratado con 
ácido carboxietilfosfonico, no difiere de la superficie  de los tornillos pertenecientes al grupo 
control. Sin embargo, a medida que vamos realizando estudios a mayores aumentos 
podemos observar como va aumentando la rugosidad superficial de los tornillos 
pertenecientes al grupo experimental debido fundamentalmente a la acción corrosiva del 
ácido que va provocando pequeñas modificaciones estructurales en la superficie de los 
tornillos, lo cual se hizo mas evidente a grandes aumentos (3000x). 
A escala micrométrica, aparecieron gránulos como estructuras superficiales de tipo "pico y 
valle" debido al proceso erosivo durante la fabricación del sustrato, mostrando nuestro 
grupo con tratamiento ácido una textura superficial más compleja en comparación con 
nuestro grupo control. A mayores aumentos 1000x y 3000x aparecieron un mayor número 
de grietas e imágenes de “picoteado” en la superficie de los tronillos tratados con ácido, lo 
que indica una mayor rugosidad de la superficie como consecuencia del tratamiento con el 
ácido.(Figura 54). 
210   Resultados
 
 
 
Figura 54: Estudio a M.E.B. de la superficie craneal de los tornillos pertenecientes al grupo 
control (a, b, c) y tratados (d, e, f); a, d: 50x; b,e:1000x; c, f: 3000x.  
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8.1.4 INMOVILIZACIÓN PROTEÍNAS 
La inmovilización de la proteína modelo empleada, la glucosa oxidasa, en la interfase del 
titanio, fue evaluada mediante fluorescencia de la muestra, permitiendo corroborar la unión 
de la proteína.  
Para comprobar la eficacia de la reacción  se mide la presencia de la proteína utilizando un 
marcaje de fluoresceína NHS-Fluorescein. Esta molécula reacciona con los grupos amina 
de las proteínas dando lugar a un grupo fluorescente a 530 nm, la aparición de esta sonda 
nos permite afirmar la presencia de la proteína inmovilizada en la superficie del Ti.  
Hemos observado como, después de realizar todos las reacciones para unir la proteína, la 
adición de fluoresceína marcada hace que la muestra de titanio emita una fluorescencia a 
533 nm, característica de esta sonda y que permite afirmar la presencia de proteína 
inmovilizada por el método descrito. De igual forma y como control, la adición de 
fluoresceína a una superficie de titanio-fosfónico,  generó una superficie que no presentaba 
fluorescencia, por lo que se puede concluir que el proceso es viable y que la fluorescencia 
apreciada en el titanio se debe a la inmovilización de la proteina. (Figura 55). 
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Figura 55:: espectro de emision de fluorescencia de la monocapa proteíca de una superficie 
de TiO2, la linea roja indica la ausencia de fluorescencia cuando no hay proteinas en la 
superficie. 
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El pico que muestra esta figura es ligeramente ancho y con algunas irregularidades en su 
trazado lo cual se debe a que la cantidad de proteína que se inmoviliza es pequeña dado 
que se trata de una monocapa sobre una pequeña superficie. 
 
8.2 ESTUDIOS IN VITRO 
8.2.1 IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA 
8.2.1.1 PRUEBAS DE INMUNOHISTOQUÍMICA 
8.2.1.1.1 DETERMINACIÓN BMP-RI  
Para profundizar en la expresión BMPR como mecanismo para la modulación de la 
diferenciación osteogénica, la expresión de BMPR-I  fue examinada en las distintas líneas 
celulares, tanto fibroblastos como MSCat. 
Las técnicas de inmunofluorescencia nos muestran un ligero marcaje muy puntual 
distribuido por toda la membrana de los fibroblastos, siendo este un marcaje muy difuso de 
la existencia de receptor tipo I para BMP en concentraciones bajas, en comparación con el 
control negativo en ausencia de anticuerpo Figura 56. 
Estos resultados contrastan con los obtenidos para los cultivos con MSCat, en los que se 
demuestra una mayor concentración del receptor tipo I en la membrana plasmática de estas 
células, siendo este marcaje próximo al 90 % de las células.   
 
213   Resultados
 
 
 
Figura 56:: Determinación BMPR-I mediante técnicas de inmunofluorescenceia: a) control 
negativo; b) cultivos de fibroblastos y c) cultivos de MSCat. 
 
8.2.1.1.2 DETERMINACIÓN BMPR-II  
En cuanto a las técnicas de inmunofluorescencia para el receptor de BMP de tipo II, 
podemos observar una distribución muy homogénea a lo largo de la membrana de los 
fibroblastos expandidos en cultivo, que afecta aproximadamente al 75% de las células. 
En relación a los estudios de estos receptores en los cultivos de MScat podemos observar 
una distribución similar a la de los cultivos de fibroblastos, en cuanto a la distribución del 
214   Resultados
 
 
receptor en la membrana, observándose un marcaje muy pronunciado en la membrana de 
células aisladas , lo que puede demostrar un mayor grado de diferenciación de alguna de 
estas células. 
El número de células consideradas positivas para este marcaje ronda el 80% sin que exista 
diferencias significativas en cuanto al número de células marcadas en cada uno de los 
grupos (fibroblastos versus MSCat).(Figura 57). 
 
Figura 57: Determinación BMPR-II mediante técnicas de inmunofluorescenceia: a) control 
negativo; b) cultivos de fibroblastos y c) cultivos de MSCat. 
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8.2.1.2 ELISA 
La determinación de los niveles de BMP-2 fueron realizadas mediante técnicas de Elisa. Los 
niveles de BMP-2 liberados al medio de cultivo (secretados por las células: Fibroblastos y 
MSAT) fueron determinadas mediante técnicas de enzimomunoensayo (ELISA), utilizando 
un kit específico para dicha proteína. No se detectó liberación de BMP-2 al medio ni en los 
cultivos de fibroblastos ni en los cultivos de MSCat controles (sin inducción osteogénica). La 
adición de factores estimulantes a los medios de cultivo provocó un comportamiento 
diferente entre fibroblastos y MSCat. De esta manera, tras la adición de BMP-2 a los cultivos 
de fibroblastos (T0) no significó una respuesta biológica en los mismos, de tal modo que a 
los 30 minutos después del tratamiento no observamos liberación de la proteína 
morfogenética tipo 2 por parte de los fibroblastos. Por otro lado, a los treinta minutos 
posteriores a la estimulación observamos un aumento de  los niveles de BMP-2  en los 
cultivos de células MSCat. Ante la ausencia de un nuevo pulso de estímulo la secreción de 
BMP-2 por parte de estas células va disminuyendo a lo largo del tiempo, desapareciendo 
por completo tras 24 horas del estímulo inicial. (Figura 58) 
Cuando comparamos los cultivos de fibroblastos con los cultivos de MSCat observamos 
diferencias significativas entre los 30 minutos y las dos horas posteriores al estímulo. 
 
Figura 58: Mediciones de los niveles de BMP-2 en cultivos de fibroblastos y MSCat mediante 
técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA) en distintos tiempos de estudio: 30 minutos; 1 
hora;2 horas y 24 horas 
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8.2.1.3 ESTUDIOS MOLECULARES. DETERMINACIÓN DE LOS NVELES DE 
BMP-2; BMPR-I Y BMPR-II POR QPCR-RT. 
Se emplearon cultivos de MSCat y fibroblastos para someterse a la diferenciación 
osteogénica inducida por el tratamiento de proteína morfogenética ósea de tipo II (BMP-2), 
cuantificándose la expresión de los niveles de RNA mensajeros para BMP-2, BMPRIa  y 
BMPRII a diferentes tiempos de estudio:15, 30 minutos,1 y 2 horas. 
En cultivos de fibroblastos observamos un claro aumento de la  expresión de RNA 
mensajero especifico para BMP-2 a las dos horas del inicio del cultivo, que ira 
disminuyendo hasta las 24 horas de comenzado el estudio.(Figura 59).  
Estos resultados contrastan en los cultivos con MSCat donde este incremento se produce 
a los 30 minutos, a partir de los cuales se produce un disminución de la expresión del RNA 
mensajero, observándose a partir de las 2 horas de estudio la expresión va disminuyendo 
hasta prácticamente desaparecer a las 24 horas del estudio.   
 
Figura 59: Gráfica que muestra la determinación de los niveles de RNA mensajero para BMP-
2 en los cultivos de fibroblastos y MSCat medidos mediante q-PCR-RT a diferentes tiempos 
de estudio: 15, 30 minutos,1 y 2 horas. 
En fibroblastos mantenidos en cultivos e incubados con BMP-2, las pruebas de PCR a 
tiempo real nos indican un aumento de los niveles de mRNA para el receptor de tipo I 
(BMPRI A) dependiente del tiempo. Aunque estas diferencias no constituyen significación 
estadística, las gráficas nos permiten observar una tendencia a la alza durante las dos 
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primeras horas del estudio. A este tiempo no observamos diferencias estadísticamente 
significativas entre los fibroblastos incubados con BMP-2 con respecto a su grupo control 
(fibroblastos sin incubación de BMP-2). 
A tiempos mas largos (24 horas) observamos una disminución estadísticamente 
significativa en la concentración de mRNA para este tipo de receptores, tanto en los 
fibroblastos incubados con BMP2 como en su grupo control, siendo la expresión de mRNA  
para BMPRIa mayor en este ultimo. 
En cuanto a las MSCat cultivadas con BMP2 observamos un pico a los 30 minutos de 
haber añadido este factor morfogenético, observando una disminución progresiva hasta las 
2 horas del inicio de la incubación, a partir de las cuales los niveles de expresión de mRNA 
para este tipo de receptor se mantiene constante mas allá de las 24 horas del inicio de la 
incubación . Si comparamos estos resultados con los observados en los cultivos MSCat no 
inducidos con BMP-2 (control para MSCat) observamos que no existen diferencias 
significativas ni a las 2 ni a las 24 horas. 
Estos resultados apoyan los obtenidos con las técnicas de inmunofluorescencia descritas 
anteriormente y se correlacionan con los picos de mayor expresión de mRNA específico 
para BMP-2. 
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Figura 60: Gráfica que muestra la determinación de los niveles de RNA mensajero para 
BMPRIa en los cultivos de fibroblastos y MSCat medidos mediante q-PCR-RT a diferentes 
tiempos de estudio:15, 30 minutos, 1, 2 y 24 horas. 
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8.2.1.3.1 BMPR-II 
Los estudios de expresión génica para la síntesis del receptor para BMP-2 de tipo II 
mostraron un patrón muy similar para los cultivos de fibroblastos y de MSCat, no 
observándose diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos de estudio. En 
los cultivos de fibroblastos podemos observar como la expresión génica para este receptor 
es dependiente del tiempo observándose un progresivo aumento hasta las dos horas 
posteriores al estímulo, tiempo en el cual observamos un pico de mayor expresión de los 
genes que codifican para la BMPRII. A partir de este tiempo observamos  una brusca 
disminución hasta las 24 horas de estudio, lo cual se corresponde con lo observado en los 
grupos controles para estas células (sin estímulo). En cuanto a las células MSCat, a pesar 
de no haber encontrado diferencias significativas en los diferentes tiempos de estudio 
también observamos una tendencia a aumentar la expresión génica a partir de los 30 
minutos de estudio, aumento que se mantiene hasta las 2 horas. A partir de este tiempo se 
produce una suave y progresiva disminución hasta las 24 horas después del estímulo. 
Hecho este que difiere de lo observado para el grupo control (sin estímulo) de estas células 
en las que la expresión génica se mantiene entre las 2 y 24 horas. (Figura 61). 
 
Figura 61: Gráfica que muestra la determinación de los niveles de RNA mensajero para 
BMPRII en los cultivos de fibroblastos y MSCat medidos mediante q-PCR-RT a diferentes 
tiempos de estudio:15, 30 minutos, 1, 2 y 24 horas. 
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8.2.2 ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN 
Los resultados que se obtuvieron del estudio del comportamiento celular  a las 24 horas de 
los cultivos se muestran y comentan en las siguientes imágenes tomadas a  10x.  
8.2.2.1 FIBROBLASTOS CONTROL Y  FIBROBLASTOS BMP-2 TRAS 24 
HORAS DE INCUBACIÓN.  
Los fibroblastos en cultivo presentan una morfología fusiforme característica a las 24 horas 
del estudio. Podemos observar un alto índice de proliferación, típico de estas células en 
cultivo que se traduce en la observación de numerosas figuras de mitosis en los cultivos de 
fibroblastos a este tiempo. La incubación de los fibroblastos con BMP-2 no afecta a la 
morfología de estas células manteniéndose estas de forma fusiforme. En comparación con 
los fibroblastos de los cultivos controles podemos observar un aumento de la proliferación 
celular desde momentos iniciales del cultivo. (Figura 62 Figura 63). 
 
Figura 62: Estudio a M.E.B. a 10x de los cultivos de fibroblastos control tras 24 horas de 
incubación donde podemos observar  numerosas figuras de mitosis.(→ ). 
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Figura 63: Estudio a M.E.B. a 10x de los cultivos de fibroblastos con tratamiento BMP-2 tras 
24 horas de incubación donde podemos observar un aumento de la proliferación celular. (→ ). 
 
8.2.2.2 MSCAT CONTROL Y MSCAT-BMP-2 A LAS 24 HORAS DE 
INCUBACIÓN.  
Las células MSCat en cultivo presentan una morfología poligonal con núcleo esférico y 
centrado, caracterizado por la presencia de varios nucléolos, lo que demuestra una gran 
actividad de estas células en cultivo. Las características de estas células como células 
indiferenciadas se ponen de manifiesto por su gran poder proliferativo y por su poder de 
autorrenovación. 
El tratamiento con BMP-2 de las células mesenquimales procedentes del tejido adiposo 
mantienen una morfología poligonal, similar al descrito para los cultivos de estas células en 
los grupos en los que no fueron tratados con esta proteína morfogenética ósea. En este 
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grupo cabe destacar una disminución en el poder proliferativo de estas células causada 
fundamentalmente por la influencia de esta proteína sobre la posible diferenciación de estas 
células mesenquimales.(Figura 64) 
 
Figura 64: Estudio a M.E.B. a 10x de los cultivos de MSCat control tras 24 horas de 
incubación donde podemos observar gran cantidad de figuras mitóticas. (→ ). 
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Figura 65: Estudio a M.E.B. a 10x de los cultivos de MSCat en las muestras tratadas con 
BMP-2 tras 24 horas de incubación donde podemos observar gran cantidad de figuras 
mitóticas. (→ ). 
 
8.2.3 ESTUDIOS DE MIGRACIÓN  
El estudio de migración demostró que la BMP-2,  además de inducir un mayor índice de 
proliferación en fibroblastos en cultivo y un mayor grado de diferenciación de células 
mesenquimales de tejido adiposo subcutáneo, también indujo un mayor índice de 
migración de ambas estirpes celulares, poniendo de manifiesto un elevado poder 
quimiotáctico de esta molécula.  
La observación de los pocillos escavados nos permitió observar una mayor migración 
celular desde el pocillo central hasta el pocillo donde habíamos incubado con BMP-2. Esto 
se traduce en la presencia de un mayor número de células en estos pocillos tratados con 
BMP-2 desde los momentos iniciales del cultivo y que se mantiene hasta las 24 horas de 
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iniciado el mismo, tiempo en el cual se comienzan a vislumbrar  células en el pocillo no 
tratado. Estos resultados fueron observados en ambas estirpes celulares, es decir, en 
fibroblastos y MSCat. La utilización de la BMP-2 en los pocillos tratados no indujo 
diferencias morfológicas en ninguna de las dos estirpes celulares pero si era fácilmente 
observable la presencia de un mayor número de células en división, especialmente en los 
cultivos de fibroblastos como consecuencia de la inducción con BMP-2.(Figura 66). 
 
Figura 66: Estudio de migración a las 24 horas. Se puede observar una mayor cantidad de 
células en los pocillos tratados con BMP-2. 
 
8.2.4 COMPORTAMIENTO CELULAR SOBRE LA SUPERFICIE DE 
TITANIO. 
El estudio del comportamiento celular sobre la superficie del titanio se realizó valorando el 
poder de adhesión y expansión de las distintas estirpes celulares en cada grupo de 
estudio. 
v Siembra de fibroblastos sobre la superficie de titanio de los tornillos del grupo 
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control y los tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico y ácido+BMP-2. 
A las 24 horas de realizar la siembra de fibroblastos sobre la superficie del titanio del grupo 
control, la observación a pequeños aumentos nos permite observar una superficie lisa en 
los tornillos pertenecientes a este grupo. A mayores aumentos, comenzamos a observar la 
distribución de las células sobre la superficie lisa de titanio. Las características 
morfológicas de la superficie de titanio hace que la adhesión celular no sea homogénea en 
toda ella, pudiéndose observar algunas zonas recubiertas por células con morfología 
compatible con fibroblastos. Estas zonas se alternan con otras en las que la superficie de 
titanio se encuentra completamente denudada y con otras zonas en las que las células 
adheridas presentan una morfología más poligonal con muchas vesículas en su superficie 
(Figura 67). 
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Figura 67: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos controles tras 24 
horas de incubación a diferentes aumentos: a)15x, b) 20x, c)50x y d)100x, e) y f)200x, g)500x 
y h) e i)1000x.Donde podemos observar como muestra la figura g) zonas recubiertas por 
células con morfología compatible con fibroblastos y h) zonas en las que las células 
adheridas presentan una morfología más poligonal con muchas vesículas en su superficie 
 
Estos resultados se hacen mucho más evidente a los tres días del estudio tiempo en el 
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cual podemos observar que la superficie de las células siguen manteniendo una gran 
cantidad de vesículas. (Figura 68) 
 
Figura 68: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos controles tras 3 días 
de incubación a diferentes aumentos: a)100x, b) 200x, c)500x y d)2000x, en esta última 
imagen podemos observar como la superficie de las células siguen manteniendo una gran 
cantidad de vesículas. 
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Ya a los 7 días, a pequeños aumentos podemos observar como tanto la parte craneal  
como la parte de las espiras presentan un recubrimiento celular bastante evidente. A 
mayores aumentos podemos ver como casi la totalidad de la superficie de titanio está 
cubierta por una monocapa de fibroblastos en cuya superficie apical observamos gran 
cantidad de depósitos de secreción. (Figura 69). 
 
Figura 69:  Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos controles tras 7 días 
de incubación a diferentes aumentos: a)15x, b) 20x, c)50x y d)100x, e) ,f) y g)500x y h) e 
i)1000x.Donde en las imágenes a mayores aumentos (h,i) observamos gran cantidad de 
depósitos de productos de secreción. 
A partir de este tiempo comenzamos a observar un progresivo desanclaje  de las células 
sembradas mostrándose en la superficie de titanio gran cantidad de detritus celular 
observables a partir de los 14 días y que se hace más evidente a los 21 días.(Figura 70) 
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Figura 70: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos controles tras (a y b) 
21 días y (c y d) 28 días a diferentes aumentos: a y c:500x; b:2000x y d: 1000x. Observamos 
como existe gran cantidad de detritus celulares a partir de los 14 días(b) y que se hace más 
evidente a los 21 días(d). 
El tratamiento con BMP-2 de la superficie de los tornillos controles no provocó ningún tipo 
de diferencias con lo descrito para el grupo control sin tratar, ya que la BMP-2 no es capaz 
de unirse a la superficie del titanio y por lo tanto su utilización en este grupo es 
completamente innecesaria. 
El tratamiento con ácido de la superficie del titanio nos permitió observar una mayor 
rugosidad en la superficie del mismo, aunque esta rugosidad no se tradujo en un mayor 
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índice de adhesión celular debido probablemente a que el tratamiento ácido provoca una 
variación en el ph del medio de cultivo, lo que provoca la muerte celular por citotoxicidad. 
Sin embargo, utilizando las características del tratamiento con ácido para la inmovilización 
de proteínas, cuando añadimos BMP-2 a los tornillos pertenecientes al grupo tratado con 
ácido carboxietilfosfónico se produce la inmovilización de los protones consiguiendo paliar 
las variaciones en las características del medio de cultivo, de tal forma que tras la siembra 
de fibroblastos podemos observar una mayor densidad celular sobre la superficie de estos 
tornillos a partir de las 24 horas de realizada la siembra. Analizando la morfología celular a 
mayores aumentos podemos observar como los fibroblastos son capaces de adherirse y 
expandirse sobre la superficie tratada del titanio llegando a crecer en multicapa formada 
por células con superficie muy lisa lo que contrasta con la gran cantidad de vesículas 
observadas en el grupo control.(Figura 71). 
A los tres días de estudio observamos como la práctica totalidad de la superficie sembrada 
está recubierta por una o varias capas de fibroblastos que confieren una gran 
homogeneidad y estabilidad a la capa celular formada, llegándose a observar células en 
división que confirman la estabilidad biológica de la capa formada.(Figura 72).  
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Figura 71: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos tratados con 
ácido+BMP-2 tras 24 horas de incubación a diferentes aumentos: a)15x, b) 20x, c)50x y 
d)100x, e)200X, f) y g)500x y h) e i) 1000x. Donde podemos observar a grandes aumentos(h,i) 
como las células se adhieren y expanden sobre la superficie tratada del titanio llegando a 
crecer en multicapa lo que contrasta con la gran cantidad de vesículas observadas 
anteriormente en el grupo control. 
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Figura 72: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos tratados con 
ácido+BMP-2 tras 3 días de incubación a diferentes aumentos: a)15x, b) 20x, c)50x y d)100x, 
e),f)200X, y g),h) e i) 1000x. Donde podemos observar la gran estabilidad de la capa celular 
formada. 
A partir de los 7 días(Figura 73)  seguimos observando una gran estabilidad de la capa 
formada que se mantiene más allá de los 21(Figura 74) días tiempo a partir del cual se 
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comienza a ver zonas con una ligera denudación celular, más visible a los 28 días del 
estudio (Figura 75). 
 
Figura 73: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos tratados con 
ácido+BMP-2 tras 7 días de incubación a diferentes aumentos: a)15x, b) 20x, c)50x y d)100x, 
e)200x ,f)500X, y g)1000x ,h) e i) 2000x. Donde podemos observar en la imagen (i) células en 
división. 
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Figura 74: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos tratados con 
ácido+BMP-2 tras (a y b) 14 días y (c y d) 21 días a diferentes aumentos: a:100x ;b y c:500x y 
d: 1000x. Observamos a partir de 21 días de la siembra como aparecen zonas con una ligera 
denudación celular (d).  
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Figura 75: Estudio a M.E.B. de la siembra de fibroblastos sobre tornillos tratados con 
ácido+BMP-2 tras 28días a diferentes aumentos :a)500x y b)1000x donde se hace evidente 
zonas con ligera denudación celular 
 
v Siembra de MSCat sobre la superficie de titanio de los tornillos del grupo control y 
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los tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico y ácido+BMP-2. 
A las 24 horas de la siembra de MSCat sobre la superficie de titanio de los tornillos 
pertenecientes al grupo control, ya a pocos aumentos, podemos observar un recubrimiento 
estable provocado por la adhesión y expansión de las células mesenquimales sobre la 
superficie. Podemos ver como estas células tienen una morfología poligonal y muy 
aplanada coexistiendo con células de morfología mas fusiforme y con células de 
morfología más esférica indicativo del alto grado de proliferación celular sobre la superficie 
de los torillos (Figura 76). 
 
Figura 76: Estudio a M.E.B. de la siembra de MSCat  sobre tornillos controles tras 24 horas 
de incubación a diferentes aumentos: a) 50x, b)500x y c)1000x. 
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Estas características descritas anteriormente se mantiene más allá de los 7 días de 
estudio.(Figura 77). A partir de los 14 días podemos ver como en algunas zonas de la 
superficie de titanio se establece una capa celular  alternando con zonas de denudación. 
En las zonas recubiertas comenzamos a observar signos de inestabilidad de la capa 
celular que se reflejan en el desanclaje de los bordes celulares. (Figura 78) A pesar de 
estos índices de inestabilidad de la capa celular formada a los 21 días todavía podemos 
observar pequeñas zonas con un recubrimiento celular estable (Figura 79). 
 
Figura 77:: Estudio al M.E.B a 1000x del comportamiento de células MSCat sobre la superficie 
del tornillo control a los 7 días tras la incubación 
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Figura 78: Estudio a M.E.B. a 500x de células MSCat sobre tornillos control tras 14 días de 
incubación donde podemos observar signos de inestabilidad de la capa celular que se 
reflejan en el desanclaje de los bordes celulares. (→ ) 
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Figura 79: La primera imagen muestra siembra de MSCat sobre tornillo control al M.E.B a 
500x  tras 21 días de la siembra con zonas de inestabilidad de la capa celular  que se 
contrastan con la segunda a mayor aumento, 100x donde observamos una capa celular más 
estable.  
A los 28 días podemos observar como este proceso de denudación celular a alcanzado 
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casi la totalidad de la superficie sembrada, quedando pequeñas zonas de crecimiento 
celular en multicapa formada por células de morfología más o menos poligonal muy 
estiradas sobre la superficie de titanio que presentan una cara apical muy lisa y unos 
signos de desanclaje muy prominentes, al menos en la capa celular más superficial. 
(Figura 80, Figura 81). 
 
Figura 80: Imagen al M.E.B. a 200x de la superficie de un tornillo perteneciente al grupo 
control sembrado con MSCat tras 28 días de incubación, donde podemos observar que no 
hay células sobre la superficie del tornillo. 
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Figura 81: Imagen al M.E.B. a 1000x de la superficie de un tornillo perteneciente al grupo 
control sembrado con MSCat tras 28 días de incubación, donde podemos observar la 
formación de una multicapa con un ligero desanclaje de la capa celular más superficial. 
Al igual que sucedía para el grupo de fibroblastos no observamos variaciones en cuanto al 
comportamiento celular sobre la superficie de titanio cuando ésta es incubada con BMP-2 
dado que este factor de crecimiento no es absorbido por los tornillos pertenecientes a este 
grupo. De igual forma, cuando sembramos células sobre tornillos sometidos al tratamiento 
ácido observamos modificaciones en el medio de cultivo, provocados por la acidificación 
del mismo, incompatibles con la supervivencia celular. Sin embargo la incubación de los 
tornillos sometidos al tratamiento ácido con BMP-2  mejoró ostensiblemnte  la estabilidad 
celular sobre la superficie de titanio. Así podemos observar como desde los momentos 
iniciales(24 horas), la morfología de las células adheridas sobre la superficie de titanio 
difiere considerablemente de la observa en el grupo control. Las células MSCat sembradas 
sobre la superficie de los tornillos con ácido y BMP-2 presentan una morfología más 
fusiforme, con un anclaje mucho más estable sobre la superficie del titanio. En estos 
momentos iniciales de la siembra es característico la emisión de largos filopodios (Figura 
82) por parte de las células sembradas que ponen en contacto las células pertenecientes a 
colonias diferentes situadas más o menos próximas sobre la superficie de los tornillos. 
También es característica la presencia de células en división.(Figura 83).  
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Figura 82: Estudio a M.E.B. de la superficie de los tornillos tratados con BMP-2 e incubados 
con MSCat tras 24 horas a diferentes aumentos; a) 20x, b)100x, c) 500x y d)1000x. En las 
imágenes c y d podemos observar células con emisión de filopodios característico de estos 
momentos iniciales de la siembra. (→ ). 
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Figura 83: Estudio a M.E.B. de la superficie de los tornillos tratados con BMP-2 tras 24 horas 
de incubación con MSCat a diferentes aumentos; a) 1000x, b)1500x, en ambas imágenes 
podemos observar la presencia de células en división. 
A los 3 días del estudio, ya a pequeños aumentos, podemos observar la formación de una 
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capa celular muy evidente, tanto en la superficie craneal del tornillo como en las espiras 
del mismo. A este tiempo, podemos diferenciar grandes zonas recubiertas por células de 
morfología poligonal ya aplanada alternando con zonas recubiertas por células de 
morfología fusiforme, hecho este compatible con un proceso de cambio fenotípico de las 
células MSCat consecuencia de un proceso de diferenciación inducido por la acción de la 
BMP-2.(Figura 84). 
 
Figura 84:: Estudio a M.E.B de la superficie de los tornillos tratados con BMP-2 TRAS 3 días 
de siembra a diferentes aumentos; a)20x, b)50x, c)500x y d)1000x. 
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A mayor aumento podemos observar como la superficie de las células más poligonales 
presenta grandes diferenciaciones de membrana y una gran vesiculación del citoplasma 
prueba evidente de una gran actividad celular.(Figura 85). 
 
Figura 85:: Imagen al M.E.B. a 2000x del tornillo tratado con BMP-2 tras 3 días de siembra con 
MSCat donde observamos diferenciaciones de membrana (→ ) y una gran vesiculación del 
citoplasma. 
A los 7 días podemos observar como la superficie de los tornillos esta completamente 
recubierta por varias capas de células de diferente morfología. Podemos ver como la capa 
en contacto directo con la superficie de titanio esta formada por células de morfología 
poligonal muy aplanada y lisa (Figura 86). Esta  morfología contrasta con la observada en 
la capa celular más superficial, capa formada por células de morfología más fusiforme y de 
superficie más rugosa como consecuencia de una mayor actividad celular puesta de 
manifiesto por la presencia de numerosas vesículas en el citoplasma celular y el depósito 
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sobre la superficie de gran cantidad de productos de secreción que pueden participar en la 
formación de una matriz extracelular que mejore la estabilidad de la capa celular formada 
(Figura 87). 
 
 
Figura 86: Estudio a M.E.B de la superficie de los tornillos tratados con BMP-2 tras 7 días de 
siembra a diferentes aumentos; a)20x, b)100x, c)500x y d)1000x. En las figuras c y d podemos 
observar células de morfología poligonal muy aplanadas y lisas. 
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Figura 87: Imagen al M.E.B a 1000x del tornillo tratado con BMP-2 tras 7 días de cultivo con 
MSCat donde podemos observar depósitos sobre la superficie de gran cantidad de 
productos de secreción. 
 
En tiempos más avanzados (14 y 21 días), podemos observar hechos muy parecidos a los 
descritos anteriormente, así podemos ver como la practica totalidad de la superficie de los 
tornillos está completamente recubierta por varias capas de células, siendo característico 
de la capa más superficial la presencia de una gran actividad secretora y el mantenimiento 
de células con un alto poder proliferativo. (Figura 88). 
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Figura 88: Estudio a M.E.B de la superficie de los tornillos tratados con BMP-2 tras 14 días de 
siembra a diferentes aumentos; a)20x, b)100x, c)500x y d)1000x.En la figura c podemos 
observar la presencia de una gran actividad secretora así como un alto poder proliferativo tal 
y como muestra la figura d. 
A los 28 días de estudio podemos observar como aún se mantienen las mismas 
características descritas anteriormente (Figura 89). 
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Figura 89: Estudio a M.E.B de la superficie de los tornillos tratados con BMP-2 tras 28 días de 
siembra a diferentes aumentos; a)200x, b)500x, c)1000x y d)2000x. 
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8.3 ESTUDIOS IN VIVO. 
8.3.1 BIOCOMPATIBILIDAD 
Para las pruebas de biocompatibilidad se injertaron los tornillos pertenecientes a los distintos 
grupos de estudio en el tejido celular subcutáneo de los animales de experimentación 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado de material y métodos.  
Como resultado de la implantación de estos biomateriales obtuvimos un 0% de mortalidad y 
un 16,5% de morbilidad (1 de 6 animales). Sólo en uno de los animales podemos observar 
la presencia de seroma tanto en la zona del injerto del tornillo control como en la zona 
donde se injertó el tornillo tratado con ácido carboxietilfosfónico. El estudio macroscópico de 
estas zonas nos mostró la aparición de evidentes signos de inflamación acompañado por la 
secreción de un líquido seroso que denota la presencia de infección en las zonas del 
implante como consecuencia de la contaminación de los tornillos en el momento de su 
implantación (Figura 90,Figura 91). El resto de los animales a los que se les injertaron los 
tornillos no presentaron indicios de inflamación, irritabilidad, infección o rechazo. 
 
Figura 90:: Posición de los tornillos, uno a cada lado de la línea media abdominal. Vista 
macroscópica. 
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Figura 91: Tejido celular subcutáneo donde se evidencia la  presencia de infección en las 
zonas de los tornillos como consecuencia de la contaminación de los mismos. 
Una vez sacrificados los animales la observación macroscópica de las zonas injertadas nos 
mostraron que tanto los tornillos controles (sin tratar) como los tornillos tratados 
simplemente con el ácido carboxietilfosfonico, muestran una ligera reacción en la zona del 
implante consistente en la aparición de una cápsula de naturaleza adiposa que rodea 
completamente los tornillos injertados.  La diferencia macroscópica más evidente entre los 
tornillos controles y los tornillos tratados con ácido es que en las zonas donde se injertaron 
estos últimos existe una mayor reacción del tejido subcutáneo.(Figura 92, Figura 93). 
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Figura 92: Posición de los tornillos, uno a cada lado de la línea media abdominal. Vista 
macroscópica 
 
Figura 93: Tejido celular subcutáneo donde se evidencia la  presencia de una mayor reacción 
del tejido en los tornillos tratados con ácido frente al grupo de tornillos sin tratar(grupo 
control).  
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En cuanto a los tornillos tratados con el ácido carboxietilfosfónico+ BMP-2 podemos 
observar como en las zonas donde fueron injertados los tornillos pertenecientes a este 
grupo existe una reacción adipogénica muy superior a la observada en los otros dos 
grupos. Esta mayor respuesta adipogénica debe ser atribuida a la acción proliferativa de la 
proteína morfogenética. (Figura 94). 
 
 
Figura 94: En estas imágenes se observa  el tejido celular subcutáneo de los distintos grupos 
de estudio:a) tornillo sin tratar (control); b) tornillo tratado y c) tornillo tratado+BMP-2. Se 
observa como hay una mayor cantidad de tejido alrededor del tornillo tratado con BMP-2 lo 
que indica su mayor capacidad adipogénica, frente al grupo de tornillos sin tratar(grupo 
control) y el grupo de tornillos tratados solo con ácido carboxietilfosfónico. 
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8.3.2 ESTUDIO AL M.EB. Y ANÁLISIS HISTOLÓGICO E 
INMUNOHISTOQUÍMICO DEL TEJIDO 
Todos los eventos macroscópicos descritos en el apartado anterior fueron confirmados 
mediante el estudio microscópico e inmunohistoquímico tanto de los tornillos injertados 
(microscopía electrónica de barrido) como del tejido celular subcutáneo en la zona del 
injerto (tinción de hematoxilina-eosina, rojo alizarina  e inmunohistoquímicos con RAM-11). 
8.3.2.1 GRUPO CONTROL (TORNILLOS SIN TRATAR). 
El estudio mediante microscopia electrónica de barrido de los tornillos controles 
implantados, nos muestran una superficie completamente recubierta por fibrina con 
presencia de numerosas células blancas formando acúmulos sobre el depósito de fibrina. 
(Figura 95, Figura 96). 
 
Figura 95 :Imagen a M.E.B donde observamos la superficie a 20x de un tornillo sin tratar 
(control), tras 14 días de su inserción en el tejido celular subcutáneo. 
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Figura 96: Imagen a M.E.B  a 50x de un tornillo sin tratar (control) donde observamos como la 
superficie está completamente recubierta por fibrina. 
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El estudio más detallado de la superficie de titanio de los tornillos pertenecientes a este 
grupo control nos permitió comprobar grandes acúmulos de células blancas compatibles con 
la reacción inflamatoria descrita en las observaciones macroscópicas de los tornillos.(Figura 
97,Figura 98). 
 
Figura 97 :Imagen a M.E.B de un tornillo sin tratar (control) donde observamos, a 50x en la 
imagen a), como la superficie está completamente recubierta por fibrina. La imagen b) a 
1000x, muestra ampliada la zona señalizada en la imagen a) donde se evidencian más aún 
dichos depósitos de fibrina y células blancas formando acúmulos. 
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Figura 98: Imagen a M.E.B de un tornillo sin tratar a 500x donde observamos numerosas 
células blancas formando acúmulos sobre el depósito de fibrina. 
Estos resultados se corresponden con las observaciones realizadas en el tejido celular 
subcutáneo en donde fueron implantadas las muestras. El estudio mediante técnicas de 
microscopía óptica (tinción con hematoxilina–eosina) nos permitió comprobar como en la 
zona de los implantes existían pequeñas acumulaciones de células blancas, sin que esto 
supusiese una reacción excesiva del tejido en contacto con la superficie del titanio. El 
análisis de la naturaleza de estas células dió como resultado la identificación de numerosas 
células de la estirpe linfocitaria como consecuencia de la aparición de una pequeña reacción 
inflamatoria, hecho este que concuerda con las observaciones realizadas a microscopia 
electrónica de barrido sobre la propia superficie de los tornillos. 
De esta forma podemos aseverar que, en líneas generales, existe una pequeña reacción 
inflamatoria sin que existan muestras de rechazo provocada por la presencia de un material 
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extraño. Estos estudios microscópicos también nos permitieron observar la existencia de un 
tejido conjuntivo bien estructurado con una matriz extracelular muy rica en colágeno y 
especialmente en componente elástico. A pesar de esta buena organización del tejido 
conjuntivo, cabe destacar la ausencia de una cápsula fibrosa alrededor de la zona del 
tornillo, lo cual denota una buena biocompatibilidad del titanio caracterizada por una 
morfología tisular normal en la que destacan algunas zonas inflamatorias alrededor de 
zonas muy vascularizadas (Figura 99). 
 
Figura 99: Estudio microscópico de la zona perrimplantaria del tornillo del grupo control: a) 
Tejido conjuntivo bien organizado alrededor de la zona del implante (H-E 5x); b) Presencia de 
células inflamatorias localizadas en las zonas de mayor vascularización (H-E 10x); c) Detalle 
de las zonas vascularizadas en las que se observa la extravasación (H-E 20x); d)Detalle de 
las zonas de mayor concentración de células inflamatorias (H-E 64x). 
Para comprobar la presencia o ausencia de la reacción a cuerpo extraño se realizaron 
técnicas inmunohistoquímicas para la detección de macrófagos activados mediante la 
utilización de anticuerpos monoclonales específicos (RAM-11). Este inmunomarcaje nos 
permitió observar una pequeña concentración de macrófagos activados localizados 
a b 
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generalmente cercanos a las zonas de mayor vascularización inmersos en el tejido 
conjuntivo formado alrededor de las zonas donde se implantaron los tornillos.(Figura 100). 
 
Figura 100: Localización de macrófagos activados mediante marcaje con RAM-11 en el grupo 
control: a) Acumulación de células macrofágicas en zonas vascularizadas próximas a la zona 
del implante (16x); b) Detalle de la distribución de las células macrofágicas en zonas de 
mayor vascularización (32x); c) Reacción de los macrófagos en el tejido conjuntivo 
neoformado (32x); d) Detalle de la presencia de macrófagos activados en el tejido conjuntivo 
neoformado (64x). 
8.3.2.2 TORNILLOS TRATADOS CON ÁCIDO 
La observación a microscopía electrónica de barrido de las muestras pertenecientes a este 
grupo nos permitieron observar como la superficie de los tornillos tratados con ácido, tras 
14 días implantados en tejido subcutáneo, muestran una mayor cantidad de fibrina en su 
superficie. Este mayor depósito de fibrina se ve acompañada por una mayor cantidad de 
células blancas compatibles con macrófagos, lo que demuestra una mayor reactividad de 
estas superficies debida los grupos COOH que quedan libres tras el tratamiento con el 
a b 
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ácido y que aumentan considerablemente la reacción a cuerpo extraño.(Figura 101 Figura 
102). 
 
Figura 101: Estudio a M.E.B de los tornillos tratados con acido tras 14 días insertados en 
tejido subcutáneo a diferentes aumentos: a)15x y b)100x, en esta última podemos observar 
gran cantidad de fibrina sobre la 
superficie.
 
Figura 102: Estudio a M.E.B de los tornillos tratados con ácido tras 14 días insertados en 
tejido subcutáneo a diferentes aumentos: a)200x y b)1000x, donde observamos un gran 
depósito de fibrina que se ve acompañada por una mayor cantidad de células blancas 
compatibles con macrófagos. 
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Los resultados observados a microscopía electrónica de barrido se ven confirmados con 
los estudios histológicos realizados sobre el tejido celular subcutáneo de la zona donde 
fueron implantados los mismos. En las muestras estudiadas se observa una marcada 
reacción macrofágica y acúmulo de células inflamatorias en zonas periimplantaria, 
caracterizado por la presencia de abundante cantidad de linfocitos, células 
polimorfonucleares y células gigantes de cuerpo extraño (Figura 103). En líneas generales 
se observa una mayor reacción a cuerpo extraño en comparación con el grupo control visto 
en el apartado anterior.  
 
 
Figura 103: Estudio microscópico de la zona del implante del tornillo del grupo tratado con 
ácido carboxietilfosfónico: a) Observamos una cápsula fibrosa, (H-E 5x); b) Observamos una 
marcada reacción de células inflamatorias en zonas periimplantaria (H-E 20x); c) Detalle de 
las zonas de mayor concentración de células gigantes a cuerpo extraño, así como abundante 
cantidad de linfocitos y células polimorfonucleares (H-E 64x). 
a 
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Otro hecho destacable es la presencia de una mayor cantidad de tejido conjuntivo, en 
especial de tejido adiposo. Es en este tejido conjuntivo donde se encuentra localizado la 
mayor concentración de células proinflamatorias y de células gigantes de cuerpo 
extraño.(Figura 104). 
 
Figura 104:Estudio microscópico de la zona del implante del tornillo del grupo tratado con 
ácido carboxietilfosfónico: a) Podemos observar gran cantidad de extravasación celular (→ ) 
(H-E 64x); b) Observamos células gigantes a cuerpo extraño (→ ) (H-E 64x). 
a 
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Estas observaciones histológicas fueron corroboradas mediante técnicas 
inmunohistoquimicas que nos permitieron realizar un estudio sobre la presencia y 
localización de las células macrofágicas. Pudimos objetivar una alta concentración de 
macrófagos activados en el tejido en contacto directo con los tornillos implantados en este 
grupo. Estos macrófagos estaban dispuestos formando un recubrimiento alrededor de la 
cápsula fibrosa que se formaba alrededor de los tornillos implantados y que nos permite 
localizar perfectamente la zona donde se insertó el mismo.(Figura 105, Figura 106) 
 
 
Figura 105: Localización de macrófagos activados mediante marcaje con RAM-11 en el grupo 
tratado con ácido carboxietilfosfónico: a) Observamos la cápsula fibrosa que se formaba 
alrededor de los tornillos implantados y una alta concentración de macrófagos activados 
inmersos en la misma (5x); b) y c) Observamos un marcaje intenso en el tejido 
periimplantario y alta concentración de macrófagos activados en el tejido en contacto directo 
con los tornillos (8x); c) Detalle a mayor aumento de zonas con marcaje positivo (16x). 
 
 
a 
c 
b 
b 
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Figura 106: Localización de macrófagos activados mediante marcaje con RAM-11 en el grupo 
tratado con ácido carboxietilfosfónico a diferentes aumentos 32x (a) y 40x (b) donde 
observamos un intenso marcaje RAM-11 con una alta concentración de macrófagos 
activados. 
 
8.3.2.3 TORNILLOS TRATADO ÁCIDO+ BMP-2 
En cuento a las tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico+BMP-2, podemos observar 
que trascurridos 14 días  la reacción es considerablemente diferente a la descrita en los 
dos anteriores grupos, en este último podemos observar un depósito de fibrina inferior al 
descrito en los anteriores grupos. La presencia de células blancas es mucho más reducida 
pudiendo observarse en la superficie células de morfología poligonal que podrían ser 
compatibles con la presencia de células osteoprogenitoras producto de la diferenciación de 
las células procedentes del tejido adiposo subcutáneo en respuesta a la acción de la 
proteína morfogenetica ósea de tipo 2.(Figura 107 Figura 108). 
a b 
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Figura 107: Estudio a M.E.B de los tornillos tratados con ácido+BMP-2 a diferentes 
aumentos: a) 20x y b) 50x, donde podemos observar un depósito de fibrina inferior al 
descrito en los anteriores grupos. 
 
Figura 108: Estudio a M.E.B de los tornillos tratados con ácido+BMP-2 a diferentes 
aumentos: a) 500x y b) 1000x, donde podemos observar células de morfología poligonal que 
podrían ser compatibles con la presencia de células osteoprogenitoras. 
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Los resultados anteriormente descritos se confirman con el estudio histológico del tejido 
circundante de la zona periimplantaria. A pequeños aumentos (5x) se puede observar  una 
zona de reacción inflamatoria alrededor del tornillo, que es menos abundante que en el caso 
del grupo de tornillos tratados solamente con ácido, aunque mayor que la observada en el 
grupo control. A mayores aumentos podemos apreciar que esta zona con mayor presencia 
de células inflamatorias se corresponden con zonas de mayor vascularización, siendo muy 
frecuente la aparición de células con características macrofágicas y polimorfonucleadas. 
También es caracteristica la presencia de células gigantes de cuerpo extraño indicativa de la 
reaccion frente al material implantado. Sin embargo esta reacción es inferior a la descrita en 
el grupo de los tornillos tratados únicamente con el ácido. El tejido obtenido de la zona del 
implante no presenta un infiltrado inflamatorio llamativo salvo en zonas muy localizados que 
podrian corresponderse con aquellas zonas del tornillo implantado en donde no se hubiese 
producido la union de BMP-2. La presencia de esta proteína morfogenética puede ser 
también la responsable del aumento de vasos sanguineos encontrados en el análisis del 
tejido (Figura 109). 
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Figura 109: Estudio microscópico de la zona del implante del tornillo del grupo tratado con 
ácido carboxietilfosfónico+BMP-2: a) Observamos las tinciones marcadas por la respuesta 
inflamatoria en la zona periimplantaria (H-E 5x); b) Observamos a mayor aumento el infiltrado 
inflamatorio (H-E 32x); c) Detalle de las zonas de mayor concentración de células gigantes a 
cuerpo extraño (H-E 64x).  
 
En cuanto a la reacción macrofágica detectada por la utilización de  marcaje RAM-11, 
pudimos observar que esta es mayor que la descrita para el grupo control pero menor que la 
descrita para el grupo de tornillos tratados exclusivamente con ácido.   
Al contrario de lo que sucedía en el grupo de los tornillos tratados con ácido, la utilización de 
la BMP-2 provoca una aparición muy localizada de la reacción macrofágica de forma que 
podemos observar acúmulos de macrófagos activados, no solo en la periferia de la cápsula 
fibrosa presente en la zona del implante sino en localizaciones muy puntuales dentro del 
a b 
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propio tejido conjuntivo y muy próximas a las zonas de mayor infiltración linfocitaria.(Figura 
110 Figura 111). 
 
 
Figura 110: Localización de macrófagos activados mediante marcaje con RAM-11 en el grupo 
tratado con ácido carboxietilfosfónico+BMP-2 a diferentes aumentos donde podemos 
observar: a) Aparición muy localizada de la reacción macrofágica (5x); b) Observamos un 
acúmulo de macrófagos activados (16x); c) La inmovilización de BMP-2 provoca una 
aparición escasa y muy localizada de la reacción macrofágica (16x). 
a b 
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Figura 111: Localización de macrófagos activados mediante marcaje con RAM-11 en el grupo 
tratado con ácido carboxietilfosfónico+BMP-2  a 32x donde podemos observar: a) Escasas y 
puntuales zonas de marcaje RAM-11 positivo; (b) Zona periimplantaria con una escasa 
reacción macrofágica.  
 
8.3.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD OSTEOINDUCTORA. TINCIÓN CON 
ROJO ALIZARINA. 
 La capacidad osteoinductora de la BMP-2 fue determinada mediante la tinción del tejido 
periimplantario con rojo de alizarina. Esta tinción permite la localización de los depósitos de 
calcio en el tejido que rodea a los tornillos implantados. El estudio comparativo del grupo 
control y los dos grupos experimentales mostró un mayor depósito de calcio en el grupo en 
el que se implantaron los tornillos recubiertos con ácido+BMP-2. En este grupo se pudo 
observar, no solamente un depósito de calcio en la matriz extracelular, sino una gran 
actividad de liberación de calcio en las células pertenecientes al tejido celular subcutáneo 
activada por la presencia de la proteína morfogenétcia ósea de tipo 2. (Figura 112 Figura 
113, Figura 114). 
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Figura 112: Estudio al microscopío óptico de una muestra de tejido perrimplantario 
empleando rojo alizarina del grupo control donde observamos, a diferentes aumentos: a)5x y 
b)12,5x escasas zonas de tinción positivas, con algunos y pequeños depósitos aislados.  
 
Figura 113: Imagenes al microscopio óptico a 25x  de una muestra de tejido subcutáneo 
extraído de alrededor de los tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico donde 
observamos una escasa tinción rojo alizarina positiva. 
a b 
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Figura 114: Imagen al microscopio óptico a 25x de una muestra de tejido subcutáneo 
extraído de alrededor de los tornillos tratados con ácido carboxietilfosfónico+BMP-2 donde 
se observa :a) Un marcaje positivo para el rojo alizarina bastante mayor que en el grupo 
control y el tratado con ácido descritos anteriormente y b) Gran cantidad de síntesis y 
depósito de calcio.  
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9 DISCUSIÓN. 
Siguiendo las tesis de Albrektsson [142][143] podríamos enfocar las superficies de los 
implantes dentales, no como se fabrican sino en su calidad, característica o propiedades. 
Así habla de propiedades mecánicas, topográficas, físicas y químicas: 
• Las propiedades topográficas. Se refiere al grado de rugosidad de la superficie del 
implante dental, así a como están orientadas sus irregularidades. Esta propiedad 
ha sido el centro de todas las investigaciones realizadas durante la última década 
en relación a superficies de implantes [144][145]. 
• Propiedades físicas. Se refiere a la presencia en la superficie del implante de 
factores del tipo energía y carga. Así una superficie con alta energía tiene una alta 
capacidad de absorción, y por lo tanto el implante dental tendría, supuestamente, 
más capacidad de osteointegración, en comparación con implantes de más baja 
energía. 
• Propiedades químicas. Este aspecto de las superficies del implante están tomando 
cada día más importancia, a través de las múltiples investigaciones que se están 
realizando. Dependiendo de la composición química, la superficie provoca 
diferentes reacciones en el hueso que la rodea, con intercambio de agua e iones 
que condicionan la unión de las proteínas y por tanto la reacción celular, las cuales 
intentan conseguir una unión implante-hueso bioquímica, que permita un buen 
anclaje del implante. Una definición de este concepto sería aquella que dijese: "Es 
la característica de un implante que le permite formar una unión con los tejidos 
vivos" [146] . Aunque esta definición no recoge el hecho de que aunque exista un 
anclaje de tipo químico, también la hay o la puede haber de tipo mecánico, 
pudiendo compartir ambas propiedades en lo referente a la unión hueso implante 
dental, lo que nos induciría al éxito de la implantología. La combinación de ambas 
características y sobre todo la de la propiedad bioquímica del implante le permite 
una unión mucho más rápida. 
La mayoría de los estudios in vitro e in vivo muestran la importancia de las características 
fisicoquímicas y topográficas de las superficies de los  implantes puesto que contribuyen a 
la mejora de la osteoconductividad y por tanto, a la formación de hueso alrededor del 
implante.  Está ampliamente descrito que aumentar la rugosidad del titanio, por encima de 
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la obtenida al ser mecanizado,  mejora la respuesta osteoblástica in vitro, hecho que se 
manifiesta en un aumento de la diferenciación de estas células,  aumento de la actividad 
de la fosfatasa alcalina y aumento de la producción de osteocalcina y colágeno,  lo que 
contribuye a una mejora significativa de la fijación mecánica en estudios in vivo.[142] 
Antes de comenzar la discusión sobre las características superficiales de los implantes 
tenemos que tener en cuenta las características del titanio como biomaterial. La ausencia 
de reactividad del titanio c.p. es fundamental en su éxito en la implantología dental y es 
debida a la presencia de una capa de óxido químicamente estable, llamada también capa 
pasiva, que protege el metal de la corrosión. La carga iónica  de la superficie bajo 
condiciones fisiológicas de pH, la baja concentración de moléculas cargadas dentro de los 
productos de disolución, y una constante dieléctrica  para el óxido de titanio que es 
próxima a la del agua, dan como resultado que la superficie de titanio no llega a realizar 
interacciones excesivamente fuertes con proteínas en la matriz extracelular, sin embargo 
interactúa con las cadenas externas de las moléculas proteicas. 
Los primeros eventos que se producen tras la implantación (contacto con la sangre, 
absorción de proteínas y otra moléculas biológicas, adhesión celular, etc...) son debidos a 
la interacción entre el ambiente biológico y la superficie del material sintético.Asimismo, la 
respuesta de las reacciones biológicas y los caminos  que eligen las células y el organismo 
vivo tienen como consecuencia una serie de  eventos que llevan a una mejor o peor 
osteointegración, dependiendo  en fuerte medida de una serie de propiedades 
superficiales. 
Estudios in vivo han demostrado que la propiedad  de los materiales de mejorar la 
formación de hueso puede ser aumentada modificando las características superficiales 
físicas. El fin de estos cambios es promover la migración de las células mesenquimales 
hacia el implante, mejorar su adhesión y proliferación, y estimular la diferenciación 
osteoblástica. Schwartz Z y cols[147] en 1992 hace referencia a la importancia  de la 
naturaleza de la “biopelícula”  que forma sobre la superficie del implante como 
consecuencia de su composición química, carga de superficie, y energía de superficie. 
Las características de las superficies de los implantes dentales obtenidas por sistemas de 
sustracción son: 
• La morfología de la rugosidad superficial va a determinar la humectabilidad  
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• Con este tratamiento se obtiene mayor humectabilidad que en las superficies de 
adición 
• El grado de humectabilidad va a depender del ángulo de contacto que la rugosidad 
ofrece a los fluidos tisulares 
• Favorecen el desarrollo de microvilli y filopodia, que son necesarios para el 
“movimiento celular” por la superficie del implante en los primeros estadios de la 
adhesión celular [48]. 
A la vista de lo expuesto anteriormente, queda clara la acción local que sobre el 
metabolismo óseo ejerce la rugosidad superficial, un efecto positivo sobre la formación de 
hueso. Se está investigando intensamente como mejorar la osteointegración implantaria, 
pero primordialmente solo sobre un pilar de los dos que tiene este proceso, este pilar es la 
superficie del implante, pero se está haciendo poco sobre el metabolismo óseo que se 
produce alrededor de dicha superficie. Se puede potenciar dicho metabolismo en la 
dirección de conseguir una mejora de la producción de matriz osteoide a través de una 
estimulación de la acción osteoblástica y una disminución de la osteoclastogénesis, como 
ocurre con estas moléculas. Sin lugar a dudas esto repercutirá en una más rápida y mejor 
osteointegración. 
En la actualidad está ampliamente estudiado la influencia que tiene la rugosidad superficial 
del material sobre la osteointegración a largo plazo pero no hay respuesta todavía a la 
pregunta de qué influencia tiene la rugosidad del implante sobre la osteointegración a corto 
plazo, factor importante que promueve los cambios necesarios para la fijación del elemento 
al hueso. Esta respuesta a diferencia de la fijación del implante a largo plazo, está 
relacionado en mayor medida con la topografía en el orden micrométrico que al diseño 
macroscópico del implante. Este hecho se ha relacionado con que las células 
osteoprogenitoras (los osteoblastos), pueden sentir específicamente estos detalles 
microtopográficos de la superficie del implante, debido a esta característica tanto de los 
osteoblastos como de la morfología y a su interacción con estas y otras entidades 
biológicas ya comentadas anteriormente como es el agua y las proteínas, muy 
influenciadas con el tipo de superficie del implante.  
Numerosos estudios experimentales han demostrado que las modificaciones superficiales 
pueden aumentar el contacto entre el hueso y el implante en términos de velocidad e 
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intensidad en la formación de hueso. Sabemos que los tejidos biológicos van a actuar 
recíprocamente con la capa externa de los materiales implantados, por ello una superficie 
adecuada y fácil de conseguir mediante métodos fisicoquímicos y morfológicos mejorarán 
la fijación primaria, así evitaremos el daño de la red de fibrina y de la vascularización ósea 
[148]Se puede conseguir una mejora de la cantidad del contacto del implante con el hueso 
y también en valores como el incremento de la aceleración con la superficie del implante 
mediante modificaciones superficiales, tales como la que proponemos en este trabajo 
mediante la  aplicación de ácido fosfónico.[149][150]. 
La aplicación de tratamientos superficiales para obtener aumento de la rugosidad 
superficial de los implantes dentales[151][152], demuestran que la osteointegración del 
implante a corto y medio plazo se ve favorecida por la modificación de la superficie 
incrementando su rugosidad micrométrica. Esta mejoría parece estar ligada, según 
diversos estudios experimentales [153][154] a la existencia en la superficie del implante de 
microrrugosidades favorecedoras de la adhesión celular, dando lugar a una mayor 
diferenciación celular y a una mayor expresión de los osteoblastos.[155][156][157] Este 
efecto tiene como consecuencia una rápida regeneración y una mejor calidad del tejido 
óseo. Otras modificaciones de la superficie surgidas[158] en los últimos años están 
enfocadas a obtener un aumento del espesor y de la cristalinidad de la capa superficial de 
óxido de titanio, ya que algunos estudios sugieren una relación entre el incremento del 
espesor y/o cristalinidad de la capa de óxido y mayor adsorción de proteínas a la superficie 
mayor diferenciación y crecimiento de los osteoblastos [17] y mayor osteointegración de 
implantes tratados mediante estas técnicas. [158][159] 
Debido a estas premisas y con el fin de aumentar la rugosidad de la superficie, en nuestro 
estudio aplicamos un tratamiento con ácido carboxietilfosfónico sobre los tornillos de 
titanio. Ya desde los estudios de Albrektsoon y cols [31][31] y Thomas y Cook 
[160][161][162][163][164][165][166][168][169] quedó establecida la importancia de la 
rugosidad de la superficie de los implantes en el aumento del contacto hueso-implante. 
Así, la topografía en la superficie a escala micro y nanométrica es capaz de modificar 
diferentes aspectos del comportamiento celular, tales como la adhesión, la morfología, la 
proliferación y la diferenciación celular. Por otra parte, la topografía de la superficie 
también mejora la producción de factores locales y microambientales favorables. En este 
sentido, Huang y cols en 2004,[170] demostraron la alta influencia de la nanorugosidad 
sobre la adhesión de los osteoblastos a la superficie. El aumento de la rugosidad 
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conseguido, tras la aplicación del ácido,  se observó a través de microscopía electrónica de 
barrido viéndose un aumento en el número y tamaño de los poros, lo cual, tal y como 
hemos referenciado anteriormente, se pone de manifiesto en los cultivos celulares, con un 
aumento de la colonización tanto de células madre de tejido adiposo (MSCat) como de 
fibroblastos sobre la superficie del titanio tratado, dando lugar a una superficie idónea para 
la adhesión celular, mostrando similares resultados a los obtenidos por Pessková y Kubis 
[171] en su estudio, donde la proliferación y adhesión osteoblástica se vio aumentada con 
el aumento de la rugosidad superficial. 
Es fundamental el tipo de interacción que se produce entre las proteínas y la superficie del 
implante, así como con las células que intervienen en los procesos de curación y 
remodelación del tejido óseo. La superficie del material regula la respuesta biológica y, en 
última instancia la calidad de la osteointegración. Las propiedades físicas, químicas y 
topográficas de la superficie intervienen de forma decisiva en los  procesos biológicos 
(interacción proteica y celular). Las distintas tecnologías aplicadas sobre ella, unidas a sus 
propiedades intrínsecas son objeto de investigación continua para favorecer la velocidad y 
la calidad de la respuesta del tejido óseo. La calidad superficial del implante dental 
depende de sus propiedades fisicoquímicas y topográficas, tanto unas como otras son 
relevantes en el comportamiento biológico del titanio. 
 Las propiedades fisicoquímicas de los implantes se dividen, por un lado en las 
características físicas, que  hacen referencia a la humectabilidad o hidrofilia de la 
superficie, la cual favorece la interacción con fluidos biológicos y aumenta la absorción 
celular, y por otro lado las características químicas, que consiste en la adhesión a la 
superficie de diferentes sustancias que, inmovilizadas, generen una sobreexpresión en la 
respuesta del tejido. [172][173] Como se ha descrito en la memoria de esta tesis, incidimos 
sobre ambas características, tanto físicas como químicas, tal y como realiza Aparicio y cols 
en su estudio, intentando mejorar la osteointegración a corto plazo. [174] 
La base de la microestructura es la superficie rugosa, la cual induce una más rápida 
e intensa formación ósea. El objetivo es promover la osteointegración favoreciendo la 
proliferación y diferenciación celular hacia las líneas osteoblásticas actuando sobre la 
adhesión selectiva de las células. De esta forma se acelera la cicatrización, confiriendo 
mayor estabilidad durante el proceso reparativo y permitiendo una carga mecánica más 
temprana. Estos hechos se basan en el conocimiento de que la rugosidad permite al tejido 
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óseo una mayor interacción biomecánica con el implante así como una mayor cantidad de 
hueso alrededor del mismo, tal  y  como muestra Schneider y cols. en su estudio. [175] 
Como hemos descrito en nuestro estudio el tratamiento con ácido carboxietilfosfónico 
aumenta la rugosidad de la superficie del titanio mejorando el carácter hidrofílico del 
mismo, obteniendo una disminución del ángulo de contacto estadísticamente significativa, 
entre no tratadas (control) y las muestras tratadas con ácido carboxietilfosfónico. Esta 
mejora de los resultados debe de ir acompañada de estudios que nos permitan comprobar 
que el tratamiento con ácido de la superficie no resulta tóxico, para lo cual hemos realizado 
estudios de biocompatibilidad en animales de experimentación siguiendo los estudios 
realizados por Martinson L y cols [27]. Los tornillos fueron insertados en el tejido 
subcutáneo de conejos, no existiendo mortalidad, morbilidad, ni signos de rechazo, por lo 
que podemos concluir  que dicho tratamiento no modifica la biocompatibilidad del titanio.  
Tras el estudio histológico del tejido subcutáneo situado alrededor de los tornillos, 
observamos un mayor infiltrado inflamatorio en las muestras tratadas con el ácido. Esta 
mayor reacción inflamatoria puede ser consecuencia del poder quimiotáctico de los 
radicales libres del ácido, el cual se ve disminuido al activar los grupos carboxilo con Etil-3-
[3-dimetilaminopropil]carbodamida hydrochloride (EDC o EDAC) y N-hidroxisulfamida 
(NHS), e inmovilizar la BMP-2 sobre la superficie de los tornillos.  Tanto el aumento de la 
rugosidad como la inmovilización de diferentes factores de crecimiento sobre la superficie 
de los tornillos, no solo provoca una mayor colonización de osteoblastos, tal y como 
reporta Schneider y cols. [175] en su estudio sino también otras estirpes celulares como 
las investigadas en nuestro estudio: fibroblastos y células madre mesenquimales de tejido 
adiposo (MSCat), observándose un mayor índice de proliferación y una mayor actividad 
celular en las células MSCat, evidenciado por la presencia in vitro de un mayor número de 
células en división y por la presencia de varios nucleolos en la mayor parte de las células, 
lo que denota una mayor producción de los distintos tipos de RNA de estas células. Por 
otra parte cabe destacar la importancia de las propiedades químicas-físicas de las 
superficies de los implantes, como es el caso de la humectabilidad o carácter hidrofílico, 
dado que dicha propiedad delega a un segundo plano a la rugosidad superficial de los 
implantes, debido a que, modificar la rugosidad de una superficie hidrófoba no hará más 
que aumentar el carácter hidrofóbico de la superficie, en nuestro estudio mejoramos la 
rugosidad en superficie hidrófilas tal y como muestras los ensayos de mojado. Por ello en 
nuestro estudio no solo intentamos mejorar la rugosidad de la superficie sino también 
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actuamos sobre el carácter hidrofílico de la misma, mejorando el ángulo de contacto de los 
tornillos tratados. 
Los resultados de nuestro trabajo cumple uno de los objetivos, modificar la 
humectabilidad, aumentando el carácter hidrofílico de la superficie del titanio. Al igual que 
lo expuesto en otros estudios, combo el publicado por Broberg y cols. en el 2002 [176], 
hemos visto que la activación celular ocurre más rápidamente sobre superficies hidrófilas 
que hidrófobas. Diferencias iniciales entre ambas es que la energía superficial influye en la 
reactividad, tal y como expusieron  MacDonald y cols. también en 2002 [177], los cuales 
evidenciaron que las superficies libres de energía e hidrófilas, son decisivas en la 
interacción inicial entre las proteínas y las células óseas con la superficie de titanio por lo 
que, coincidiendo con nuestro estudio, la tendencia de estas investigaciones es a 
aumentar la humectabilidad y disminuir la tensión superficial mediante la variación del 
ángulo de contacto. En este sentido Zhao y cols [178] demostraron que los osteoblastos, 
en contacto con superficies hidrófilas, expresan  un mayor grado de diferenciación que 
sobre superficies hidrófobas. Estos hechos fueron puestos de manifiesto por una mayor 
producción de osteocalcina y fosfata alcalina de los osteoblastos en contacto con 
superficies hidrófilas.  
Por otra parte cabría destacar que no es suficiente incidir exclusivamente sobre la 
rugosidad de la superficie ya que no siempre nos encontramos con uni disponibilidad ósea 
adecuada para poder colocar los implantes en la localización, angulación y tamaño 
necesarios para garantizar una correcta y duradera rehabilitación prostodóntica. La 
deficiencia de hueso es el mayor problema que representa la rehabilitación del paciente 
edéntulo, por lo que cualquier estrategia que ayude a aumentar los rebordes óseos, 
calidad ósea, osteointegración, eficacia de la elevación de seno maxilar previa a la 
colocación de implantes dentales, regeneración de segmentos óseos completos en 
pacientes post-trauma y/o cirugía oncológica, nos va a servir de gran ayuda para la 
actuación implantologica. No debemos de olvidar que el propósito de un tratamiento 
implantológico es ofrecerle al paciente, el restablecimiento de la forma, estructura y 
funcionamiento de los tejidos perdidos. La forma ideal o gold estándar para ello, es  
intentar reparar en nuestros pacientes la pérdida de tejido, para lo cual disponemos de 
distintas estrategias que nos permite dotar a los mismos de un estructura ósea nueva, 
saludable, con las mismas características del tejido original, para lo cual disponemos de 
técnicas de ingeniería tisular que nos permite realizar procesos de regeneración y/o 
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reparación. Las tres formas en que la ingeniería tisular puede actuar para alcanzar este fin 
son;   
• Medio de conducción. En esta técnica, se utilizan biomateriales en una forma 
pasiva, para facilitar el crecimiento o la capacidad regenerativa del tejido existente. 
Es ejemplo de la técnica de regeneración ósea guiada.  
• La inducción, en la cual se activan células en la proximidad del defecto, por medio 
de una señalización biológica específica. Está basada, en el caso de regeneración 
de tejido óseo, en la utilización de las proteínas morfogenéticas de hueso (BMP), 
que ahora existen en forma recombinante gracias a las técnicas de biotecnología.  
• Trasplante de células. Consiste en tomar células progenitoras del paciente y 
cultivarlas in vitro. Cuando ya hay cantidad suficiente, se reimplantan en los tejidos 
a regenerar. Esto es importante sobre todo, cuando se ha demostrado que las 
células progenitoras de hueso, disminuyen con la edad y con el sitio donante, lo 
cual es un inconveniente para los injertos de tejido óseo en los pacientes de mayor 
edad, que con frecuencia son los más necesitados de rehabilitación.  
Estos tres parámetros coinciden con lo descrito en la literatura, como base de la ingeniería 
tisular. En estos trabajos se describe como la ingeniería tisular descansa sobre tres pilares: 
la utilización de andamios o “scafods”; las señales y la utilización de células. 
En cualquier caso para la realización de nuestro trabajo, las tres técnicas tienen en común 
la utilización de materiales con base polimérica para las técnica regenerativas y/o 
reparativas. En este sentido cabe resaltar que el “material” más eficaz para estos procesos 
regenerativos y reparativos, es sin lugar a duda, el hueso autólogo. Este tipo de injerto, 
cuando se obtiene de la cavidad intraoral, presenta una cantidad limitada de tejido óseo 
que puede ser útil para cubrir algunas espiras que hubiesen quedado expuestas al insertar 
los implantes o para la reparación de pequeños defectos existentes en el proceso alveolar. 
Sin embargo en condiciones normales, el injerto de hueso autólogo intraoral es insuficiente 
para el aumento en altura o en anchura del reborde alveolar, por lo que a menudo nos 
vemos obligados a recurrir a zonas donantes extraorales. Según el análisis de Moscoso y 
cols, se demostró que la cresta iliaca es superior al resto de los injertos óseos seguido por 
los injertos obtenidos de la escápula, en algunas de sus áreas y del peroné. Estos autores 
también encontraron diferencias en la disponibilidad ósea dependiendo del sexo siendo 
mejores los injertos de los varones que los de las mujeres. [179][180]. 
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Una alternativa al autoinjerto ha sido la realización de aloinjerto o hueso liofilizado 
desmineralizado, obtenido generalmente de cadáveres. El mecanismo de acción de este 
tipo de injerto consiste en la osteoconducción, ya que proporciona un entramado para la 
deposición del hueso nuevo y la osteoinducción gracias a que poseen grandes cantidades 
de BMPs. Por otra parte,  su gran inconveniente es que carece de células 
osteoprogenitoras por lo que su capacidad osteogénica es muy baja o prácticamente nula. 
Es común en la literatura encontrar artículos que comparan la eficacia de los aloinjertos 
frente a la utilización de distintos tipos de biomateriales. Entre estos artículos nos gustaría 
destacar el publicado por Dalkyz y cols [180], en el que se compara la utilización de hueso 
alogénico liofilizado con la eficacia de la utilización de biomateriales con base de 
hidroxiapatita y fosfato tricálcico. Otro trabajo a tener en cuenta en la utilización de distintos 
biomateriales es el realizado por Trejo y cols [181], en el que se compara la utilización de 
estos aloinjertos con la utilización de membranas de ácido poliláctico y en el cual 
concluyen que la utilización de este tipo de membranas es suficiente para conseguir la 
osteoinducción y la regeneración ósea sin necesidad de utilizar aloinjertos óseos como 
material de  relleno.  Según la revisión realizada por Cunqueiro y cols [182] sobre la 
regeneración ósea guidada en implantología, algunos autores justifican el uso de 
materiales aloplásticos o injertos óseos bajo las membranas cuando existe posibilidad de 
colapso de las mismas. La falta de uniformidad en los resultados obtenidos por los distintos 
investigadores podría deberse a que las propiedades inductivas de los aloinjertos son muy 
variables y dependen de factores como: retraso en la obtención del hueso donante tras la 
defunción, edad y estado médico del donante, proceso industrial al que se somete el 
material y condiciones de almacenamiento. Estos hechos unidos al cierto temor existente 
ante la posibilidad de transmisión de enfermedades tipo hepatitis B,C o VIH así como el 
posible rechazo inmunológico, han provocado que se siga investigando acerca de otros 
biomateriales. Aunque la regeneración ósea guiada, es un enfoque bien conocido y  
utilizado, la protección del coágulo de sangre en el defecto y la prevención de la migración 
de las células no deseadas en el sitio del defecto implica el uso de barreras, aunque  las 
mejoras obtenidas por este procedimiento varían considerablemente debido a la existencia 
de ciertas limitaciones. Un factor que complica frecuentemente los resultados de estas 
técnicas asociadas con el uso de membranas, es la exposición de la misma al ambiente 
intraoral lo que aumenta considerablemente el riesgo de contaminación después de su 
colocación, lo que puede derivar en un proceso infeccioso importante que ponga en peligro 
los resultados exitosos.  
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Otros enfoques regenerativos que también se han estudiado, tales como materiales 
sintéticos de injerto e injertos óseos autólogos tiene el inconveniente de poder provocar 
efectos adversos, como alergias, rechazo o reacciones fibrosas que dan como resultados 
el encapsulamiento del injerto por la activación del tejido conjuntivo a la presencia de estos 
materiales. Otro de los efectos no deseados de la utilización de injertos de hueso autólogo 
ha sido asociado con la morbilidad del paciente y los riesgos quirúrgicos. En este contexto, 
se podría sugerir que el uso de trasplante de células autólogas representaría ventajas en la 
regeneración, minimizando los riesgos asociados con la exposición de la membrana.[183] 
A pesar de haber numerosos tipos de biomateriales, desde hace años hemos asistido al 
desarrollo de nuevas alternativas como el plasma rico en plaquetas (PRP) y la fibrina rica 
en plaquetas (PRF), los cuales aportan sus propiedades mecánicas y actúan como 
andamiaje  para la invasión de hueso desde los bordes adyacentes sanos a través de la 
estimulación de los acontecimientos naturales existentes en la vida del hueso: homeostasis 
de osteoblastos y osteoclastos. A pesar de los buenos resultados descritos con la 
utilización de estos biomateriales, numerosos autores [184][185][186][187][188] hacen 
hincapié sobre una serie de limitaciones: 
1. Los datos obtenidos hasta el momento en cuanto a la capacidad de este biomaterial 
para regenerar tejido óseo son poco concluyentes por lo que  no justifica su uso. 
2. El echo de aplicar factores de crecimiento puede aumentar el riesgo de aparición de 
tumores (mayor inducción de la carcinogénesis). 
Debido a las limitaciones de los procedimientos actuales, los expertos han estimulado la 
búsqueda de nuevos enfoques, como la “terapia celular” cuyo origen se encuentra en las 
células madre (CM); de esta forma se permite la regeneración de los tejidos dañados 
mediante el empleo de biomateriales biodegradables (material osteoconductivos “HAP, 
CaP” que sirven como andamiaje temporal) que permiten el crecimiento y diferenciación de 
células multipotentes, como las células madre adultas (CMA), hacia la extirpe celular 
deseada, en nuestro caso hacia la línea osteogénica. La utilización de estos tipos de 
células indiferenciadas está justificada en base a las características descritas para las 
CMA como son; gran capacidad de diferenciación, proliferación en andamios; estar 
presentes en todos los tejidos; participar en la formación de todos las estructuras 
corporales; inmunocompatibles y no existir problemas éticos relacionados con su uso. 
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 En nuestro trabajo hemos optado por la utilización de células mesenquimales de tejido 
adiposo de animales de experimentación debido a que estas células son fáciles de obtener 
mediante procesos poco agresivos además de cumplir con las características 
mencionadas anteriormente. Otra ventaja de la utilización de estas células es la capacidad 
de diferenciación hacia la línea osteogénica y su relación con la formación de estructuras 
dentales, orales y craneofaciales.[189][190][191]. Su diferenciación hacia una extirpe 
celular u otra va a venir marcada por sustancias osteoinductivas como la BMP-2. El 
problema del uso de estos factores radica en la necesidad de mantener dichos factores de 
manera estable en la zona del defecto a tratar. Específicamente se ha demostrado que hay 
una relación estrecha entre la actividad de las proteínas morfogenéticas y la estabilidad 
que le provee estar relacionada con la matriz extracelular a través de su unión a 
proteoglicanos, como ocurre de forma natural en el organismo. Se ha demostrado que si 
no hay estabilidad de estas señales inductivas las células mesenquimales carecen de 
estímulo para poderse diferenciar. Por tanto es indispensable que estos factores 
inductores estén presentes en la zona a regenerar para lo cual, las técnicas de ingeniería 
tisular se basan en utilización de vehículos o sistemas de liberación que inducen la 
presencia local de estos factores permitiendo la señalización celular y, por lo tanto, la 
diferenciación de las células mesenquimales hacia la extirpe celular deseada. [192][193] 
Los avances en el ámbito de la odontología van dirigidos a crear superficies de 
implantes que induzcan la formación de hueso a través de la incorporación de sustancias 
bioactivas, dado que tradicionalmente, la modificación superficial del titanio se ha basado 
en el control de la topografía superficial, y más recientemente, en un enfoque desde el 
punto de vista físico-químico o inorgánico, dando lugar a la formación de capas 
biocompatibles. Las sustancias bioactivas son moléculas sintéticas, proteínas o factores de 
crecimiento que inducen una absorción celular determinada y, por consiguiente, un tipo de 
tejido a desarrollar. El fin de la incorporación de estas sustancias es mejorar el rendimiento 
de la superficie del implante y fomentar la respuesta biológica imitando el ambiente del 
hueso (matriz orgánica de colágeno y matriz inorgánica de CaP) [193] 
Las moléculas más estudiadas son el fosfato cálcico y el flúor . También se han estudiado 
el colágeno tipo I , las BMPs , PDGF ,TGF-β, IGF I y II y FGF II.[194][195]. 
 Como un factor de crecimiento osteoinductora, BMP-2 se ha estudiado con respecto a su 
potencial para la toxicidad, la reactividad inmunitaria, y la formación de hueso incontrolada. 
La tasa de efectos secundarios ha sido muy baja en los ensayos en humanos. Las 
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capacidades de osteoinductivas de BMP-2 han sido ampliamente estudiada en la 
cicatrización ósea La regeneración exitosa de grandes  defectos en un modelo canino con 
BMP-2 fue reportado por primera vez en 1991 por Toriumi et al. En 2001, Boyne14 mostró 
que la BMP-2 fue un inductor efectivo de la regeneración ósea en primates no humanos 
con defectos de tamaño crítico. Él demostró que rhBMP-2 induce formación ósea  con  las 
mismas funciones biológica y biomecánicamente que el hueso nativo. La primera 
aplicación humana de BMP en la mandíbula fue reportada por Moghaden y cols. en 
2001.[196]  
En el año 2006, Seto [197] et al informaron de la utilización de BMP-2 como un método de 
reconstrucción fiable de los defectos de tamaño crítico en un modelo de primates no 
humanos. En ese mismo sentido, Herford y Boyne [198] expusieron sus resultados sobre la 
utilización de BMP-2 en defectos mandibulares  en 14 pacientes. En ambos estudios se 
llegó a la conclusión de que las técnicas de mantener el  periostio colocado miniplacas de 
titanio o malla era discutible. Para ello se basaron en la creencia de la necesidad de 
mantener un ambiente en la zona de cicatrización libre de compresión que mejorase la 
regeneración ósea [199]. A partir de estos hallazgos comenzaron a proliferar los estudios 
basados en la utilización de proteína morfogenética tipo II, obteniéndose resultados 
contradictorios como los descritos por  Carter  y cols, quienes son partidarios de que el uso 
de BMP-2 combinadas con células de médula ósea y hueso alogénico  no provocan los 
resultados esperados. Las razones citadas por estos autores  para el fracaso de estas 
técnica fueron la aparición de infección crónica y la falta de mantenimiento del espacio por 
el injerto.[200] 
Sin embargo, la investigación preclínica y clínica realizada por otros autores ha 
demostrado que la BMP-2 en combinación con un esponjas de colágeno absorbible (SCA) 
puede inducir la formación de hueso nuevo y curar defectos óseos en modelos animales y 
humanos. Los datos publicados sugieren que la BMP-2 es clínicamente eficaz en el 
tratamiento de los defectos de tamaño crítico en las extremidades y la región maxilofacial. 
Esto resulta de la capacidad de rhBMP-2 para inducir la formación de hueso nuevo 
predecible en el sitio de implantación [201][202]. Por otro lado se ha observado que la 
utilización de ACS Combo sistema de liberación controlado de BMP-2 ayuda a prevenir la 
toxicidad sistémica provocada por esta proteína. A pesar de las grandes ventajas 
descritas, la utilización de estas esponjas no está libre de efectos no deseados. Una 
desventaja descrita por algunos autores en la utilización de estas esponjas es que su 
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consistencia es compresible por lo que no pueden soportar los tejidos blandos ni mantener 
el espacio durante la inducción de hueso en grandes defectos de continuidad mandibular. 
Estos autores son partidarios de que, para mantener este espacio y apoyar el periostio, es 
necesario utilizar una malla de titanio o una miniplaca que puedan ser eliminadas en el 
momento de la colocación de los implantes.[203] [93]. 
Basándonos en los resultados descritos por otros autores en nuestro modelo hemos 
utilizado el propio tornillo de titanio como sistema de liberación de BMP-2  obteniendo 
resultados favorables tanto en nuestros estudios in vitro como en nuestros estudios in vivo. 
Siguiendo con nuestra línea de actuación creemos que en grandes defectos, zonas 
radiadas, mala cicatrización o múltiples intentos fallidos de injerto, hacen necesario el 
empleo de sustancias osteoinductivas o incluso la combinación de estas señales con la 
utilización de células madre. La importancia de estas técnicas en el caso del fenómeno de 
osteointegración, estriba, además, en que el tiempo de rehabilitación debe de ser cada vez 
menor, intentándonos acercar a lo que sucede en los procesos naturales de cicatrización, 
lo cual rebundaria en un proceso de regeneración mas fisiológico y en una mayor 
satisfacción de nuestros pacientes. En este sentido Branemark y cols [1] establecieron en 
su protocolo original, normas de temporalización para la cicatrización ósea en diferentes 
localizaciones del maxilar y de la mandíbula, que oscilan entre seis y cuatro meses 
respectivamente. Si se pudieran manipular los tiempos de reparación ósea y calidad del 
hueso resultante, favoreciendo una osteointegración temprana, equivaldría a poder 
rehabilitar un implante en menos tiempo.  A parte de la mejora tanto en el proceso como en 
la temporalización de la cicatrización, otra de las ventajas de estas técnicas es intentar 
evitar la realización de procesos más agresivos, como sería la realización de injertos a 
partir de cresta iliaca que presentan un mayor índice de morbilidad del sitio donante y un 
mayor riesgo quirúrgico por la necesidad de la utilización de anestesia general. Por ello 
podemos considerar que una de las ventajas de la utilización de los sistemas de liberación 
de BMP-2, es que la acción de estos factores se realiza a nivel local, estimulando la 
diferenciación, proliferación y migración celular a partir de las zonas sanas de los defectos, 
como hemos demostrado en los resultados obtenidos en los estudios in vitro realizados. 
Esta estimulación de los procesos de proliferación, diferenciación y migración obtenidos 
con la utilización de BMP-2 induce una mejora en el proceso cicatricial lo que repercute, 
sin duda, en una mejora de la calidad de vida de nuestros pacientes, los cuales pueden 
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retomar sus actividades normales mucho más pronto además de reducir su instancia 
hospitalaria. 
Nuestros resultados se basan en las propiedades descritas para la BMP-2 que es capaz de 
estimular la quimiotaxis y la diferenciación de las células madre, además de provocar la 
morfógenesis en preosteoblastos formadores de hueso. La unión de rhBMP-2 a la serina 
transmembrana / treonina quinasa de receptores (BRI y BRII) crea un complejo que 
conduce a la fosforilación de las proteínas Smad. Estas proteínas Smad entran en el 
núcleo y actúan a nivel del ARN mensajero para promover la síntesis de proteínas 
morfogénesis, lo que provoca la diferenciación de células mesenquimales hacia células 
progenitoras de osteoblastos. 
Acorde con la bibliografía estudiada y dando por sentadas la indiscutible capacidad 
osteoinductiva de la BMP-2, uno de los principales inconvenientes de la aplicación de 
cualquiera de estos  factores de crecimiento es la necesidad de combinación con un 
portador (colágeno, biomateriales ). Para optimizar el uso y eficacia de la terapia del factor 
de crecimiento y reducir la dosis necesaria, diversos sistemas de aplicación están en 
desarrollo. En el caso óptimo, los factores son vinculados de una forma controlada, sin la 
necesidad de utilizar materiales que podrían ocasionar un alteraciones en el proceso de 
cicatrización. Varios estudios demostraron claramente que la aplicación local de factores 
de crecimiento Combo recubrimiento de los implantes puede estimular la formación de 
hueso . La eficacia de la liberación del fármaco local de un implante de revestimiento para 
dispositivos médicos se demostró mediante la aplicación de diferentes drogas.[204][205] 
Un estudio similar al nuestro fue realizado por Uludag y cols, [206] que emplearon 
implantes subcutáneos en ratas. Ellos  estudiaron los factores que contribuyen a la 
farmacocinética local de las rhBMP, colocando implantes cargados subcutáneos en ratas y 
comparándolos con un modelo de inyección intramuscular. Midieron los niveles de rhBMP 
in situ, por medio de inmuno marcadores demostrando un mejor comportamiento en 
aquellos animales a los que se le había implantado la rhBMP-2 integrada en polímeros 
termorreversibles frente a aquellos animales en los que esta proteína recombinante 
humana fue directamente inyectada. Así demostraron nuevamente la importancia de 
utilizar sistemas de liberación adecuados con puntos isoeléctricos compatibles con  una 
mayor retención de  estos factores osteoinductivos. 
Para conseguir portar las BMP-2 sin necesidad de emplear biomateriales de tratamientos 
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poliméricos adicionales, en nuestro estudio hemos conseguido inmovilizar la proteína 
aprovechando los radicales libres (grupos carboxilo) expuestos en la superficie del titanio 
tras el tratamiento con el ácido carboxietilfosfónico. Tras la aplicación del EDC y NHS 
convertimos los grupos carboxilo a ésteres de Sulfo-NHS reactivos de amina, capaz de 
reaccionar formando un enlace covalente con los grupos amina de la BMP-2. Con este 
tratamiento y comprobando su eficacia tras la aplicación de un marcaje de fluoresceína, el 
NHS-Fluorescein,  comprobamos que la proteína se queda inmovilizada en la superficie sin 
necesidad de emplear ningún tipo de recubrimiento asociado al material odontológico 
utilizado en los procesos de reparación, mostrándose una gran eficacia en la liberación del 
fármaco lo que supone una gran ventaja al poder realizar todo el tratamiento en un solo 
acto quirúrgico lo que está en concordancia con los estudios de Schmidmaier.[207] 
Una vez conseguido el aumento de la rugosidad e inmovilizar la BMP-2 en la superficie y 
debido a las limitaciones encontradas en la literatura en la regeneración de grandes 
defectos nos planteamos dar al estudio un enfoque con terapia celular empleando células 
madre mesenquimales de tejido adiposo. Se trata de aprovechar el poder osteoinductivo 
de la BMP-2 para lograr la diferenciación de células madre de tejido adiposo hacia líneas 
celulares osteogénicas lo cual, tendría su aplicación en casos de tratamiento de necrosis  
óseas o pobre vascularización, tales como osteorradionecrosis y osteonecrosis por 
bisfosfonato, grandes defectos óseos, pacientes con alteraciones en la cicatrización ósea, 
etc. En nuestro estudio empleamos la capacidad osteoinductiva de la BMP-2 en dos 
estirpes celulares, fibroblastos y células mesenquimales de tejido adiposo (MSCat). La 
utilización de fibroblastos  en nuestro estudio está justificada por ser esta una extirpe 
celular muy abundante en los tejidos blandos al sitio de implantación y por lo tanto son 
fundamentales en el proceso de cicatrización tras la actuación implantológica. Por otra 
parte, la utilización de MSCat en nuestro estudio viene justificada por ser estas células 
multipotentes con gran capacidad de control, diferenciación y proliferación tras su 
implantación en el lecho receptor. Las células madre de tejido adiposo secretan factores 
osteoinductivos, poseen excelentes características osteogénicas, la cantidad de tejido 
óseo formado es similar a osteoblastos y células madre de médula ósea (BMSC), liberan 
osteocalcina de forma similar a BMSC y forman vasos sanguíneos.[208][209][210] Estas 
propiedades las vemos aumentadas con el uso de BMP-2 , observándose un aumento de 
los depósitos de calcio así como un aumento en la neoformación ósea tal y como muestran 
Dudas JR y Arnaud Scherberich en sus estudios y que concuerdan con los resultados 
obtenidos en nuestro trabajo.[211][212] 
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Este estudio representa un estudio comparativo controlado de la capacidad de respuesta 
de los diferentes linajes celulares (fibroblastos y MSCat) a la BMP-2. Mientras que los 
estudios previos han demostrado que la BMP-2 puede inducir un fenotipo 
osteogénico[213], hemos abordado la relación de la sensibilidad a BMP-2 de los 
fibroblastos y MSCat. Nuestra hipótesis es que las MSCat podrían mostrar una respuesta 
osteogénica fuerte, particularmente cuando se comparaba con los fibroblastos. 
Considerando las complicaciones patológicas asociadas con la fibrosis en la reparación 
ortopéica, la sensibilidad de los fibroblastos a la estimulación osteogénica es muy 
relevante. 
Nuestros datos confirman claramente los obtenidos en la literatura que el tratamiento de 
BMP-2 rápidamente induce la diferenciación osteogénica en MSCat (37-47). Los 
resultados obtenidos yacen que el potencial osteogénico de las MSCat cuando se 
expusieron a señalización osteogénica es comparable con los progenitores estándar y muy 
superior a los de los fibroblastos. Finalmente especulamos que la sensibilidad de las 
células a la BMP-2 puede reflejar la expresión de la BMPR-Ia en la superficie celular. Se 
ha descrito que la unión de BMP-2 a su receptor BMPRIa  es el responsable de la 
iniciación de la osteogénesis en células mesenquimales. Más allá de lo anteriormente 
expuesto, el mRNA que codifica para este receptor específico BMPRIa se ha expresado 
notablemente en la formación de tejidos óseos inducidos por BMP según Takeda et 
al.[214][215] 
 Estudios previos [213] han demostrado que BMPR-Ia, pero no BMPR-1b se expresan 
robustamente en mioblastos C2C12. La transfección de una BMPR-1a negativa dominante 
en una célula C2C12 tratada con BMP-2 inhibió la expresión de fosfatasa alcalina. En 
contraste, el BMPR-Ib truncado no tuvo efecto en la señalización de BMP-2 en células 
C2C12. Más recientemente una bajada de mRNA de BMPR-1a se ha demostrado que 
inhibe la diferenciación osteogénica mediada por células madre mesenquimales humanas. 
Nosotros observamos una fuerte expresión de BMPR-1a en cultivos MSCat que podía 
estar relacionada con el tratamiento por BMP-2, mientras los fibroblastos no expresaban 
niveles robustos de BMPR-1a. Aunque estos datos representan una correlación fuerte 
entre la expresión BMPR-1a y la sensibilidad de BMP-2, el mecanismo subyacente en el 
potencial osteogénico de diferentes linajes celulares puede ser más complejo. El marcaje 
de la existencia de receptor I para BMP fue muy difuso en concentraciones bajas en los 
cultivos de fibroblastos, estos resultados contrastan con los resultados en los cultivos con 
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MSCat, en los que se demuestra una mayor concentración del receptor tipo I en la 
membrana plasmática de estas células, siendo este marcaje próximo al 90 % de las 
células. Estos datos se apoyan en estudios como en el Renjing Liu [213] y cols en el 2009 
en el que la sensibilidad osteogénica se correlaciona con la expresión de BMPR-I, y  donde 
se comprobó que BMPRI-a y BMP-II son expresadas por distintas extirpes celulares, 
mientras que BMPR-Ib es específica de tejido. 
En relación a la distribución de los receptores BMPRII en los cultivos de MSCat podemos 
observar una distribución similar a la de los cultivos de fibroblastos , en cuanto a la 
distribución de la membrana de receptor , observándose un marcaje muy pronunciado en la 
membrana de células aisladas , lo que puede demostrar un mayor grado de diferenciación 
de alguna de estas células . 
Estos datos concuerdan con la cuantificación con PCR a tiempo real para BMPRIa, 
observándose un pico máximo de expresión en cultivos de MSCat a 30 minutos mientras 
que en los cultivos de fibroblastos se observo dicho pico a las 2 horas. En cuanto a la 
cuantificación, con la misma técnica, de los niveles de mRNA que codifican para BMP-2, 
existe un ligero aumento en cultivos de fibroblatos, existiendo un pico a las 2 horas, mientras 
que en las MSCat el pico es mucho menor y se produce a los 30 minutos. Esto es debido a 
que en los cultivos de fibroblastos existe una retroalimentación negativa, mientras que en 
cultivos MSCat es postitiva y fabrica m RNA  y la proteína de superficie. 
La vía de señalización de BMP se produce a través de la fosforilación de las proteínas 
Smad1, Smad5 o Smad8 (R-Smad)  mediada por el receptor I. La señalización por BMP-2 
involucra a dos tipos de quinasas serina/treonina transmembrana, denominados receptores 
tipo 1 (BRI) y tipo 2 (BRII) . Los receptores de ambos tipos son necesarios para formar un 
complejo funcional que iniciará posteriores fenómenos de señalización. Los receptores BMP 
tipo 1 activados fosforilan Smad 1, Smad 5 y Smad 8 ( R-Smads), que después se 
organizan en complejos heteroméricos con Smad 4 (Co-Smad) y se translocan dentro del 
núcleo para regular la  transcripción de genes diana. Además, los receptores de BMP inician 
otras vías de señalización, diferente de la vía Smad, resultando en la activación of p38 
MAPK and JNK [216]. Las proteínas Smad desempeñan un papel central en la señalización 
de BMP. Smads 1, 5 y 8 interactuar directamente con los receptores activados de tipo I 
BMP, que fosforilan el motivo C-terminal de la Smad SSXS de una manera dependiente de 
ligando. Después de la liberación desde el receptor, las proteínas Smad fosforilados formar 
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complejos heteroméricos con la proteína relacionada Smad4, que actúa como un socio 
compartido. Este complejo se transloca en el núcleo y participa en la transcripción de genes 
con otros factores de transcripción. Smads 1 y 5 se unen directamente al ADN, sin embargo, 
la afinidad es relativamente baja y la interacción con proteínas específicas de la secuencia 
de ADN es crítica para la formación de una unión estable a este complejo. La primera 
demostración de que Smads directamente se unen al ADN se informó en Drosophila. Se ha 
informado de que Smads 1 y 5 interactuar con el específico óseo , factor de transcripción 
Runx2 y activar la transcripción de genes diana como la COX-2 y colágeno tipo I (Col-X) en 
osteoblastos o condrocitos.[217] 
Las células mesenquimales CMA están presentes en múltiples fuentes biológicas. Siendo 
durante años la médula ósea las más investigadas para la obtención de tejido óseo; hasta 
que en el 2001, fueron aisladas del tejido adiposo .En rasgos generales, el análisis 
comparativo entre las ADSC y BMSC; muestra que las ADSC no son diferentes en relación 
con la morfología, fenotipo inmunológico (Por un lado, no presentan marcadores 
hematopoyéticos “CD 14,34, 45” ni endoteliales CD144. Pero sí marcadores mesenquimales 
típicos: CD 44,73, 29,90. Por otro lado,  el 90% expresan HLA I “no HLA II”; por lo que puede 
ser transplantado a hospedadores homólogos u heterólogos.) y capacidad de diferenciación 
en otras extirpes celulares,  de hecho, las similitudes entre ADSC y BMSC parecen indicar 
que las ADSC derivan de las BMSC circulantes que infiltran en el tejido adiposo a través de 
los vasos [218][219]. Sin embargo, la frecuencia de colonias y la tasa de proliferación celular 
de las ADSC en el tejido adiposo es mayor,  se puede obtener en grandes cantidades 
(x500veces) a través de técnicas mínimamente invasivas, baratas y de baja morbilidad como 
el lipoaspirado (100ml-1l) por lo que teniendo en cuenta las  características anteriores hace 
de este tejido una estructura ideal para la obtención de CM. Por su tasa de  proliferación alta, 
potencial diferenciación similar a BMSC, fácil acceso y aislamiento ofrece una clara ventaja 
para su aplicación clínica [220][221], este es el motivo de la utilización de las mismas en 
nuestro estudio. 
Son muchos los estudios que demuestran su multipotencialidad in vitro debido a su origen 
mesodérmico. La ingeniería hacia los tejidos óseos es tal vez la aplicación más 
ampliamente investigada, por diversos motivos: 
1. Se ha demostrado que las ADSC secretan factores de crecimiento osteoinductivos 
(como: IGF) que potencian la llegada de células formadoras de hueso e inducen la 
osteogénesis en su uso in vivo. 
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2. Demuestran que al igual que las BMSC, las ADSC tienen excelentes características 
osteogénicas 
3. Inducen la formación de nuevo hueso similar en cuanto a la cantidad inducida por 
cualquier de las MSC de la medula u osteoblastos. 
4. Inducen la formación de hueso y secreción de osteocalcina semejante a las BMSC 
Además, parece ser que, junto con la aparición de hueso, estas células también tienen 
capacidad neoangiogénica , lo que apoya la formación de hueso de forma progresiva. 
A pesar de estas características bien definidas, cabria preguntarse si las células 
mesenquimales procedentes bien de médula óse, bien de tejido adiposo, necesitan o no un 
señal que estimule su inducción hacia la línea osteogenica. 
Si analizamos la bibliografía obtenemos que existe una gran controversia enal respecto . 
Por un lado, en cuanto a su poder de inducción osteogénica, se ha considerado un paso 
necesario para la formación de tejido óseo. Al igual que Lee et al, tras la implantación de 
andamios de ácido poliláctico en ratas, observaron que el grupo células no diferenciado a 
lo largo del estudio no inducia la formación de ningún tejido, mientras que las células 
diferenciadas osteogénicamente inducían la formación de hueso a las 8 semanas. Este 
hallazgo se confirmó con la presencia de osteoclacina, presencia de matriz osteoide a lo 
largo del andamio, unión al hueso nativo, resistencia macroscópicas a la palpación y 
formación de tejido óseo en áreas adyacentes al defecto como en el área central (Di Bella) 
en comparación con defectos no tratados o con células no 
diferenciadas.[222][223][224][225][226][227][228]. 
Recientemente, las ADSC han sido manipuladas  a través de terapias génicas 
(transducción del ADN que codifica para BMP2) con el propósito de inducir una formación 
de hueso mas rápida y estable, puesto que presentan una mayor actividad inicial de 
fosfatasa alcalina y depósito de matriz extracelular calcificada respecto a las BMSC y mas 
rápida inducción de osteoblastos a un ritmo comparable con los osteoblastos y BMSC, por 
lo que han resultado ser eficaces en la consolidación de los defectos óseos. [229][230]. 
Sin embargo, en los últimos estudios, las ADSC no diferenciadas han demostrado poseer  
la capacidad también de formar hueso in vivo y conseguir de esta forma la cicatrización de 
los defectos. Algunos autores han detectado la expresión de genes osteogénicos RUNX2, 
HALP, a través de PCR durante el periodo de tiempo correspondiente a la osificación, por 
lo que, la siembra de estas células, para la formación de tejido, significaría un ahorro en 
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cuanto al coste y tiempo de tratamiento  y evitaría la necesidad de utilización de factores 
crecimiento.[231][232][233].  
En nuestro estudio in vivo en animales de experimentación se observa un mayor 
crecimiento del tejido adiposo adyacente a los tornillos tratados con BMP-2, además de 
observar depósitos de calcio y un aumento de la vascularización en el análisis histológico 
de dicho tejido, por lo que apoyamos la teoría de la necesidad de factores inductivos para 
conseguir la diferenciación de células madre de tejido adiposo sin diferenciar, como bien 
exponen Draggo JL y Brett Peterson en sus trabajos.[77][80].  
Como definen Urist, y Reddii, un material es osteoinductor si es capaz de crear hueso 
donde en condiciones normales no existiría, esto se consigue por la conversión fenotípica 
de tejido conectivo en hueso normal. Es decir la formación ectópica  de hueso o hueso 
fuera del esqueleto (p.ej. las BMPs forman hueso en el espesor del músculo). Para poder 
definir un biomaterial como osteoinductor hay que probar esto en modelos animales. Por lo 
tanto no lo podríamos definir a partir de este estudio al ser este una localización 
ortotópicaRevisando la bibliografía existen pocos artículos que hablen de la formación 
ósea en tejido ectópico, no óseo. Simplemente dos artículos uno de ellos es un estudio 
experimental en ratones donde se implanta subcutáneamente células madre [80] y un 
estudio clínico de Mesimäki  donde habla de la formación de hueso ectópico con células 
madre [234]. Los autores informan de un nuevo enfoque multidisciplinario para la 
reconstrucción de un defecto óseo. Para su conocimiento este es el primer caso clínico  
reportado , donde se ha sido la formación de hueso ectópico dentro de un colgajo libre de 
músculo con auto ASCs lleva a cabo para la reconstrucción de un defecto óseo. Esta es 
también la primera vez que el aislamiento de células y la expansión se ha llevado a cabo 
de acuerdo sin derivados de animales reactivos. Aunque las células madre de médula 
ósea siguen siendo una opción viable para su utilización en la regeneración ósea, también 
presentan una serie de desventajas: la aspiración de la médula ósea la producción celular 
es generalmente baja en comparación con el rendimiento de las células del tejido adiposo. 
A la luz de esto, el tejido adiposo se puede considerar una fuente alternativa atractiva. 
En asociación con los datos de caracterización, el análisis de la funcionalidad in vitro 
mostraron que MSCat tiene potencia de diferenciación osteogénica. Por otra parte, el 
biomaterial y el medio utilizado, mejoraron la diferenciación osteogénica de las células 
[215]. La mineralización de los depósitos de calcio se evaluó mediante la técnica de rojo 
alizarina. Los tornillos tratados con BMP-2 muestran mayor cantidad de células con calcio 
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intracelular en la zona perimplantaria lo que hace referencia a una diferenciación hacia las 
células osteogénicas acompañado con un mayor índice de vacularización, así como 
también se hizo patente en la zona periférica de los tornillos tratados con BMP-2, 
presentando una mayor vascularización, lo que puede explicarse por las propiedades 
angiogénicas de las MSCat. MSCat pueden sobrevivir en ambientes con poco oxígeno lo 
que le confiere ser buenas candidatas para terapias basadas en células en las que el 
suministro de oxígeno sea limitado durante el período después del implante cuando un 
suministro de sangre es insuficiente. Las MSCat secretan citoquinas angiogénicas, como el 
factor de crecimiento endotelial vascular y factor de crecimiento de hepatocitos, lo que  
contribuye a potenciar las propiedades angiogénicas de MSCat. Se ha sugerido que las 
células implantadas pueden mejorar el desarrollo de las estructuras vasculares dentro del 
propio proceso de cicatrización contribuyendo al aumento de la viabilidad y del suministro 
de oxígeno del implante. En resumen, la presencia de MSCat pueden mejorar las 
condiciones osteogénicas y angiogénico del proceso cicatricial en la región intraoral.[182] 
La capacidad de formación de hueso de las MSCat en combinación con diversos 
biomateriales con base de fosfato tricálcio han sido bien estudiados. Se ha descrito que los 
tratamientos con rhBMP-2, utilizado como factor osteogénico, mejora la capacidad de 
inducir la neoformacion ósea de las células MSCat. Una vez más, existen estudios que 
contradicen esta capacidad. Han aparecido estudios que ponen en duda la capacidad de 
BMP-2 para promover la diferenciación osteogénica de células mesenquimales humanas. 
Einhorn y col. [236] mostraron que en pacientes que reciben tratamiento de rhBMP-2, la 
respuesta regenerativa osteogénica fue menor que la observada en animales, lo que 
sugiere que la utilización de  rhBMP-2 no tiene ningún efecto sobre la  inducción de las 
células madre, en este caso de procedencia adiposa, hacia su diferenciación hacia la línea 
osteogénica. 
En nuestro este estudio, la capacidad osteogénica de las células madre de tejido adiposo 
se han demostrado en animales de experimentación, observándose que si bien las MSCat 
solos son las responsables de la neoformación ósea, necesitan para ello el poder 
osteoinductivo de la BMP-2.  Las cantidades de BMP-2 que quedan en el tornillo en el 
momento de la implantación difícilmente explicaría la capacidad de osificación conseguida, 
sin embargo, apoyándonos en otros estudios, las MSCat trasplantadas producirían 
citocinas y quimiocinas que actúan como señales de localización de las células madre 
endógenas y células progenitoras en el sitio de la lesión.  
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Por otra parte, la expresión de BMP2 en las MSCat se correlaciona con la iniciación del 
proceso reparativo, lo que indica un bucle de retroalimentación positiva entre la regulación 
de BMP-inducida por la migración y la secreción autocrina. Sin embargo, el papel de las 
BMP en la migración de MSCat nunca se pudo demostrar en vivo. 
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10 CONCLUSIONES 
 
1. La rugosidad superficial del titanio se puede incrementar mediante tratamientos 
superficiales de ataque químico. El tratamiento de superficie con ácido 
carboxietilfosfónico, además de producir una rugosidad superficial de rango 
micrométrico, aumenta el carácter hidrofílico de la superficie. Es una sustancia 
químicamente eficiente que proporciona grupos de anclaje funcionales. 
 
2. Según nuestros resultados, la interacción célula-superficie en términos de 
morfología, proliferación y diferenciación celular depende de la humectabilidad y de 
la topografía, mejorando el comportamiento biológico in vitro de la superficies de los 
tornillos de titanio. 
 
3. La activación de los grupos carboxilo expuestos en la superficie del titanio tras el 
ataque ácido con Etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodamida hydrochloride y  N-
hidroxisulfamida permite inmovilizar proteínas formando enlaces covalentes 
estables con los grupos amina de las proteínas. 
 
4. Mediante  la incorporación  de proteína  morfogenética ósea de tipo II al material 
biofuncionalizado, se favorecen los procesos de proliferación y migración celular in 
vitro. 
 
5. El tratamiento de biofuncionalización con fosfonatos e inmovilización de proteína 
morfogenética ósea tipo II aumenta la diferenciación hacia la línea osteogénica de 
células mesenquimales de tejido adiposo (MSCat) en condiciones in vivo. 
 
6. MSCat potencian la vía de señalización de BMP a través de la expresión del 
receptor tipo I para BMP y esto puede ser la base de su sensibilidad a las señales 
óseas. 
 
 
 
 
296   Conclusiones
 
 
 
En atención a las conclusiones emanadas de los resultados obtenidos, podemos 
afirmar que el tratamiento de funcionalización y activación de la superficie del 
Titanio mejora el comportamiento biológico de este tipo de implantes, al menos, en 
condiciones in vitro y por ello, estamos en disposición de poder aceptar la hipótesis 
planteada y elevarla a la categoría de Tesis.  
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